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PREMESSE ALLA TESI DI DOTTORATO 
 
I principali argomenti di ricerca del mio dottorato sono stati lo studio condotto per caratterizzare se 
e come il recettore 2 somatostatinergico (sst2), ed alcuni analoghi della somatostatina (SRIF), sono 
in grado di modulare il danno neuronale indotto dall’ischemia retinica. In aggiunta, abbiamo voluto 
caratterizzare se e come la patologica proliferazione di vasi sanguigni che spesso consegue alla 
condizione d’ischemia/ipossia può venire modulata dall’espressione del recettore sst2. Nella ricerca 
a cui ho partecipato abbiamo utilizzato un approccio morfologico e funzionale per ottenere 
informazioni sui meccanismi che regolano, quindi, importanti condizioni patologiche, come ad 
esempio il glaucoma e la retinopatia diabetica, ed abbiamo contributo a fornire indicazioni utili per 
lo sviluppo di future strategie terapeutiche volte a contrastare patologie a carico della retina. 
Per facilitare la lettura di questa tesi, i risultati e la discussione sono stati divisi in due parti: una 
parte dedicata propriamente allo studio della modulazione dell’effetto neuroprotettivo ed una allo 





Ischemia is a primary cause of neuronal death in retinal diseases such as glaucoma and diabetic 
retinopathy. Many works suggest that somatostatinergic system, in particular somatostatin (SRIF) 
receptor 2 (sst2), may exerts neuroprotection against ischemic induced cell death. With a new in 
vitro model of the ischemic mouse retina, we investigated whether an altered expression of 
somatostatin receptors could modulate retinal responses to ischemia. We used retinas of wild type 
(WT), of somatostatin receptor 1 (sst1) knock out (KO) mice, where sst2 are over-expressed and 
overfunctional, and of sst2KO mice. After 1h in ischemic conditions, TUNEL/DAPI analysis 
showed a marked reduction of cell death in sst1KO retinas, while there were no differences between 
wild type (WT) and sst2KO retinas. In addition, semiquantitative RT-PCR analysis showed that 
caspase-3 mRNA expression was also reduced in sst1KO as compared to WT retinas. 
Immunohistochemical analysis demonstrated that different cell populations responded differently to 
the ischemic insult, and that the persistence of some immunohistochemical markers was greater in 
sst1KO than in WT or in sst2KO retinas. In particular, rod bipolar cell survival was markedly 
improved in sst1KO retinas, while it was dramatically decreased in sst2KO retinas. Consistent with 
a role of glutamate excitotoxicity in ischemia-induced neuronal death, by means of HPLC ESI-MS 
we observed that retinal glutamate release was increased under ischemic conditions, but this 
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increase was significantly reduced in sst1KO retinas. In addition, in WT retinas we showed that 
both the selective sst2 agonist octreotide and the multiligand analogue pasireotide decreased cell 
death in all retinal layers after 1h of ischemic treatment. Consistent with a role of glutamate 
excitotoxicity octreotide decreased glutamate release in ischemic WT retinas. A key role of sst2 in 
the neuroprotection was confirmed because the selective sst2 antagonist cyanamide increased 
ischemic induced cell death in WT retinas. SRIF application decreased cell death in the ONL, 
although no effects of SRIF were observed in the INL and GCL. On the other hand, the functional 
effects of the native peptide are likely to be severely limited by rapid degradation and subsequent 
poor access to the retina, as previously suggested in ischemic rat retina. Surprisingly, after 1h of 
ischemic treatment in sst1KO retinas, we observed that the activation of SRIF receptors does not 
protect the retina, but instead it increases both cell death and glutamate release. In particular, in 
sst1KO retinas both the activation and blocking of sst2 exerted similar effects. A possible 
explanation of the evidence that sst2 agonism mimicks sst2 antagonism and results in heavier 
effects of ischemia is that in sst1 KO retinas, the sst2 receptor, that is overexpressed and 
overfunctional, may be rapidly desensitized/internalized in the presence of their ligands. The 
consequence of such desensitization/internalization would be decrease of available sst2 on sst1KO 
retinas and reversal of the anti-ischemic effect. To study this aspect, we investigated the possibility 
that the different expression of G-protein coupled receptors (GPCRs) kinases (GRKs) and/or 
regulators of G protein signalling (RGSs), deactivation enzymes for GPCRs and G proteins, 
respectively, involved in receptor desensitisation. By means of RT-PCR, we found that GRK1 and 
RGS1 mRNAs are indeed expressed in mouse retinas. In another set of experiments, Real-time RT-
PCR using SYBER Green chemistry showed that after 1h of ischemic treatment GRK1 and RGS1 
levels markedly increase in WT and sst1KO retinas, suggesting that GRK1 and RGS1 
overexpression may be involved in the GPCRs modulation of retinal ischemic damage. In WT 
ischemic retina, we have demonstrated that the activation of sst2 using octreotide down-regulates 
GRK1 and RGS1, while in sst1KO retinas the activation of overexpressed and overfunctional sst2 
down-regulate GRK1 but had no effects on RGS1 levels. Our results indicated the existance of 
differences among sst2 signalling mechanisms in WT and in sst1KO retinas which may affect 
receptor functions. Thus, it would make sense that, receptor desensitization machinery is involved 
in sst1KO retina, and that the lack of effects of sst2 activation on RGS1 levels and the subsequent 
sustained expression of RGS1 are responsible of the sst2 agonism heavier effects after 1h of 
ischemia. In addition, we tested the possible ligands-mediated sst2 internalization in cells of WT or 
sst1 KO ischemic retina, by means of sst2 immunofluorescence. For this analysis we only 
concentrated on sst2 immunostained amacrine cells because sst2 immunofluorescenze was heavily 
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affected in bipolar and horizontal cells after 1h of ischemia. No differences were observed between 
untreated and octreotide treated ischemic retinas, either in the WT or in the sst1KO animals, 
suggesting that sst2 receptor internalization, at least in amacrine cells, would not be involved in 
sst1KO increased cell death and glutamate release induced by octreotide in ischemic condition. In 
conclusion, our work demonstrated that an increased presence of functional sst2 protects against 
retinal ischemia, at least by means of a reduction of glutamate release; in addition our results 
implemented the background for the use of stable SRIF analogs in therapies against retinal diseases 
such as glaucoma or diabetic retinopathy. 
Beside neuronal cell death, retinal ischemia, and in particular tissutal hypoxic/anoxic condition that 
accompanies retinal diseases such as glaucoma or diabetic retinopathy, induce abnormal 
proliferation of retinal blood vessels (neoangiogenesis) that, in addition, show morphological and 
functional abnormalities. Many growth factors are involved in the regulation of hypoxic induced 
neoangigenesis. Some angiogenesis associated growth factors have a pro-angiogenic action. 
Amongst them, vascular endothelial growth factor (VEGF) and its receptors VEGFR-1 and 
VEGFR-2, the insulin-like growth factor (IGF-1) and its receptor IGF-1, the angiopoietin 2 (Ang-2) 
and its receptor Tie-2. Others angiogenesis associated growth factors, such as angiopoietin 1 (Ang-
1) and its receptors Tie-1 and Tie-2, promote blood vessels stability and integrity hence an anti-
angiogenic action. Many works suggested that somatotostatinergic system, in particular sst2 
receptor may exert an anti-angiogenic action. To determine whether the sst2 expression influences 
angiogenesis and its associated factors, we used a model of hypoxia-induced retinal 
neovascularization in WT, sst1KO and sst2KO mice. Angiogenesis was evaluated in fluorescein-
perfused retinas. Angiogenesis-associated factors were determined by semiquantitative RT-PCR 
and immunohistochemistry. Compared with WT, we observed that retinal neovascularization was 
increased in sst2KO mice, but remained unchanged in sst1KO.Retinal levels of sst2 mRNA were 
not affected by hypoxia. Normoxic levels of angiogenesis associated regulators were similar in WT 
and KO retinas except for mRNA levels of IGF-1, Ang-2, and its receptor Tie-2. Hypoxia induced 
an increase in mRNA levels of VEGF and its receptors, of IGF-1R, of Ang-2 and Tie-2 in WT 
retinas. Compared to WT retinas, the increase in VEGF and IGF-1R mRNA was more pronounced 
after sst2 loss and, in addition, we observed an increase in IGF-1 mRNA whereas Ang-1, Tie-1 and 
Tie-2 levels decreased. Compared to WT, hypoxic conditions in the retinas where sst2 was 
overexpressed and overfunctional induced a less pronunced increas of VEGF and IGF-1R mRNA 
whereas Tie-1 levels increased. Immunohistochemistry confirmed the results in hypoxic retinas on 
increased expression of VEGF, IGF-1 after sst2 loss. It also allowed the localization of these factors 
to specific retinal cells. In this respect, VEGFR-2, IGF-1, and IGF-1R were localized to Müller 
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cells. In conclusion, our results suggest that sst2 expression may modulate an anti-angogenic action 
and the expression of angiogenesis asscociated factors. The immediate clinical importance lies in 




1.  RIASSUNTO 
L’ischemia retinica è una delle principali cause della morte neuronale che accompagna importanti 
patologie retiniche, come ad esempio il glaucoma e la retinopatia diabetica. Diverse ricerche hanno 
suggerito che il sistema della somatostatina (SRIF), ed in particolar modo il recettore 2 della SRIF 
(sst2), può mediare un effetto neuroprotettivo nei confronti della morte neuronale indotta 
dall’ischemia. Tuttavia, non è noto se e come l’espressione del recettore sst2 possa mediare tale 
effetto e non sono noti i meccanismi coinvolti. Per studiare questi aspetti abbiamo prodotto, per la 
prima volta, un modello in vitro d’ischemia retinica nel topo che ha consentito di utilizzare oltre ad 
animali wild-type (WT) anche animali transgenici con alterata espressione del recettore sst2 nella 
retina come topi knock out per il recettore sst1 (sst1KO), i quali presentano una sovraespressione ed 
una sovrafunzionalità del recettore sst2, e topi privi del recettore sst2 (sst2KO). Dopo 1h 
d’ischemia, tramite marcatura TUNEL/DAPI abbiamo osservato che la percentuale di morte 
neuronale nelle retine WT ed sst2KO è risultata simile, mentre è risultata significativamente ridotta 
nelle retine con sovraespressione e sovrafunzionalità del recettore sst2. Tramite RT-PCR 
semiquantitativa abbiamo osservato che l’incremento della caspasi-3 indotto dall’ischemia nelle 
retine con sovraespressione e sovrafunzionalità del recettore sst2 è ridotto rispetto a quanto 
osservato nelle retine WT. Tramite un’analisi immunoistochimica abbiamo dimostrato che le 
differenti popolazioni neuronali retiniche rispondono in maniera differente all’insulto ischemico e 
che la persistenza di alcuni marker immunoistochimici è maggiore nelle retine sst1KO rispetto alle 
retine WT od sst2KO. In particolare, rispetto alle retine WT, la sopravvivenza delle cellule bipolari 
dei bastoncelli è risultata significativamente superiore nelle retine sst1KO mentre è risultata 
notevolmente ridotta nelle retine sst2KO. Consistentemente con il ruolo dell’incremento del rilascio 
di glutammato nella morte neuronale indotta dall’ischemia, tramite HPLC ESI-MS abbiamo 
osservato una riduzione dell’incremento del rilascio di glutammato indotto dall’ischemia nelle 
retine sst1KO. In aggiunta, il trattamento farmacologico con agonisti dei recettori della SRIF, quali 
l’octreotide (selettivo per il recettore sst2) e la pasireotide (in grado di legarsi ai recettori sst1, 2, 3, 
5), i quali presentano il vantaggio di un’elevata stabilità rispetto al peptide nativo, ha indotto una 
significativa riduzione della morte neuronale in tutti gli strati retinici nei WT dopo 1h d’ischemia. 
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Parallelamente alla riduzione della morte neuronale, il trattamento con octreotide ha indotto una 
riduzione del rilascio di glutammato. Il trattamento farmacologico con il peptide nativo SRIF-14 ha 
invece prodotto uno scarso effetto neuroprotettivo nei confronti dell’ischemia, compatibilmente con 
la sua rapida degradazione. Il ruolo fondamentale del recettore sst2 nell’azione neuroprotettiva è 
stato ulteriormente confermato dal fatto che il trattamento delle retine ischemiche WT con 
l’antagonista del recettore sst2, il cianamide, ha indotto un incremento della morte neuronale in tutti 
gli strati retinici. Inaspettatamente, nelle retine sst1KO l’attivazione farmacologica dei recettori 
della SRIF ha indotto un significativo incremento della morte neuronale e del rilascio di 
glutammato dopo 1h d’ischemia. Questo risultato apparentemente anomalo osservato nelle retine 
sst1KO sarebbe però potuto risultare compatibile con il fatto che il recettore sst2 (già di per se 
sovrafunzionale nelle retine sst1KO) avrebbe potuto subire il fenomeno della 
desensitizzazione/internalizzazione in seguito al trattamento con i suoi agonisti farmacologici. Per 
verificare tale ipotesi, abbiamo studiato il coinvolgimento di particolari proteine coinvolte nel 
meccanismo della desensitizzazione dei recettori accoppiati alle proteine G indotta dal ligando, 
quali la chinasi-1 dei recettori accoppiati alle proteine G (GRK1) e la chinasi regolatrice delle 
proteine G (RGS1). Tramite RT-PCR abbiamo dimostrato l’espressione delle GRK1 e della RGS1 
nelle retine WT ed sst1KO. In un’altra serie di esperimenti, utilizzando la tecnica del SYBER 
Green, abbiamo osservato che 1h d’ischemia induce un notevole incremento del livello dell’mRNA 
della GRK1 e della RGS1 nelle retine WT ed sst1KO. Il trattamento con octreotide ha indotto la 
riduzione del livello dell’mRNA della GRK1 e della RGS1 nelle retine ischemiche WT mentre 
nelle retine ischemiche sst1KO in presenza dell’octreotide abbiamo osservato la riduzione del 
livello dell’mRNA della GRK1 ma nessun effetto sul livello dell’mRNA della RGS1, che si è 
mantenuto elevato. Ciò ha dimostrato l’esistenza di una diversa regolazione delle molecole 
coinvolte nei processi di desensitizzazione nelle retine WT ed sst1KO, ed ha suggerito che la 
mancata riduzione del livello dell’mRNA della RGS1 nelle retine ischemiche sst1KO sia coinvolta 
nel peggioramento del danno neuronale in presenza dell’octreotide. In particolare, il maggior livello 
dell’mRNA della RGS1 potrebbe significare una maggior disponibilità di molecole potenzialmente 
coinvolte nella desensitizzazione del recettore sst2 quando viene attivato dall’octreotide. Infine, 
mediante lo studio dell’immunofluorescenza del recettore sst2 abbiamo esaminato l’eventuale 
internalizzazione del recettore sst2 nelle retine ischemiche WT ed sst1KO. Ci siamo concentrati 
sulle cellule amacrine, poiche dopo 1h d’ischemia l’immunofluorescenza del recettore sst2 nelle 
cellule orizzontali e bipolari era pesantemente compromessa. Poiché dopo 1h d’ischemia, in 
presenza od in assenza di octreotide, non abbiamo osservato differenze sia nelle retine WT che 
sst1KO, i nostri risultati hanno suggerito che nell’incremento della morte neuronale e del rilascio di 
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glutammato indotti dall’octreotide nelle retine sst1KO dopo 1h d’ischemia, non è coinvolta 
l’internalizzazione del recettore sst2, almeno nelle cellule amacrine. In conclusione, il nostro studio 
dimostra che un incremento dell’espressione e della funzionalità del recettore sst2 protegge contro il 
danno indotto dall’ischemia, e suggerisce che ciò possa essere dovuto, almeno in parte, 
all’inibizione del rilascio di glutammato mediato dal recettore sst2; in aggiunta, i nosti risultati 
suggeriscono e confermano la potenziale utilità degli analoghi stabili della SRIF in terapie 
farmacologiche volte a contrastare l’effetto neurodegenativo di alcune patologie retiniche, come il 
glaucoma e la retinopatia diabetica. 
Oltre alla morte neuronale, l’ischemia retinica che accompagna diverse patologie come il glaucoma 
e la retinopatia diabetica proliferativa, ed in particolar modo la condizione d’ipossia/anossia 
tissutale che ne consegue, promuove un’anomala proliferazione di vasi sanguigni (neoangiogenesi) 
che, in aggiunta, presentano anomalie dal punto di vista morfologico e funzionale. Diversi fattori di 
crescita sono coinvolti nella regolazione della neoangiogenesi indotta dall’ipossia. Alcuni 
promuovono la neoangiogenesi. Tra questi il fattore di crescita delle cellule endoteliali vascolari 
(VEGF) ed i suoi recettori VEGFR-1 e VEGFR-2, il fattore di crescita insulino simile-1 (IGF-1) ed 
il suo recettore IGF-1R, l’angiopoietina 2 (Ang-2) ed il suo recettore Tie-2. Altri fattori, come 
l’angiopoietina-1 (Ang-1) ed i suoi recettori Tie-1 e Tie-2, promuovono la stabilità e la maturità dei 
vasi sanguigni esplicando, quindi, un’azione anti-angiogenica. Numerose ricerche hanno suggerito 
che il sistema somatostatinergico, attraverso il recettore sst2, può mediare un’azione 
antiangiogenica. Tuttavia non è noto se e come l’espressione del recettore sst2 possa mediare tale 
azione. Per comprendere se e come il recettore sst2 influenzi la neoangiogenesi ed i fattori ad essa 
associati, abbiamo utilizzato un noto modello murino in cui la neoangiogenesi retinica viene 
sperimentalmente indotta dall’ipossia. Abbiamo utilizzato topi WT, topi sst1KO ed sst2KO. 
L’angiogenesi è stata valutata perfondendo le retine con fluoresceina-destrano mentre i fattori 
associati all’angiogenesi sono stati studiati mediante RT-PCR e mediante immunoistochimica. In 
condizioni normossiche non sono state osservate differenze significative della vascolarizzazione tra 
WT e KO. In condizioni normossiche il livello dei fattori associati all’angiogenesi sono risultati 
simili nelle retine WT e KO, ad eccezione dell’mRNA di IGF-1, di Ang-2 e del suo recettore Tie-2. 
La neoangiogenesi retinica indotta dall’ipossia è risultata significativamente maggiore nelle retine 
sst2KO rispetto alle retine WT ed sst1KO che, in aggiunta, hanno mostrato un simile sviluppo della 
neoangiogenesi. L’ipossia non ha influenzato il livello dell’mRNA del recettore sst2 sia nelle retine 
WT che KO. L’ipossia nelle retine WT ha indotto un significativo incremento del livello 
dell’mRNA del VEGF, di VEGFR-1 e VEGFR-2, dell’IGF-1R, di Ang-2 e Tie-2. Nelle retine con 
sovraespressione e sovrafunzionalità del recettore sst2 l’incremento dell’mRNA del VEGF e 
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dell’IGF-1R inodotto dall’ipossia è risultato significativamente minore mentre è incrementato il 
livello dell’mRNA di Tie-1. Al contrario, rispetto alle retine WT, nelle retine prive del recettore sst2 
l’incremento del livello dell’mRNA del VEGF e dell’IGF-1R promosso dall’ipossia è risultato 
significativamente maggiore ed inoltre abbiamo osservato un incremento del livello dell’mRNA 
dell IGF-1 mentre è risultato ridotto il livello dell’mRNA di Ang-1, Tie-1 e Tie-2. I risultati dello 
studio condotto mediante immunoistochimica hanno confermato il maggior incremento del VEGF, 
dell’IGF-1 che viene indotto dall’ipossia in assenza del recettore sst2. In aggiunta, i risultati ottenuti 
mediante immunoistochimica hanno fornito ulteriori indicazioni sulla localizzazione ancora poco 
chiara dei fattori associati all’angiogenesi nella retina. In particolare abbiamo dimostrato la 
localizzazione del VEGFR-2, dell’IGF-1 e dell’IGF-1R nelle cellule di Müller. Nell’insieme, il 
nostro studio dimostra che l’espressione del recettore sst2 può modulare un’azione antiangiogenica 
e l’espressione dei fattori connessi all’angiogenesi, suggerendo un’importanza clinica degli agonisti 
del recettore sst2 nello sviluppo di eventuali strategie terapeutiche dirette contro la patologica 




2.  INTRODUZIONE 
 
2.1.  I neuropeptidi ed i loro recettori 
L’identificazione di molecole segnale di natura peptidica è iniziata nella prima metà del secolo 
scorso (Hökfelt et al., 2001) ed è proseguita con la scoperta di numerosi peptidi, assieme alla 
caratterizzazione dei loro recettori ed allo studio delle loro azioni fisiologiche. Inizialmente, i 
messaggeri peptidici sono stati per lo più isolati dall’intestino o dall’ipotalamo, dove sono stati 
interpretati come ormoni gastrointestinali o ipotalamici, rispettivamente. Tuttavia, presto è apparso 
chiaro che i peptidi si distribuiscono in diversi organi e sistemi, tra cui il sistema nervoso, dove 
sono attualmente indicati come neuropeptidi (Hökfelt et al., 2000). Sebbene sia stato ormai 
riconosciuto che i neuropeptidi si distribuiscono in tutte le parti del sistema nervoso, è altresì noto 
che in esso ciascun neuropeptide ha uno specifico ambito di distribuzione. Numerose ricerche 
hanno dimostrato che i neuropeptidi quasi sempre coesistono con uno o più neurotrasmettitori 
classici (Lundberg, 1996) e che i neuropeptidi agiscono come sostanze neuromodulatorie 
presumibilmente rilasciate per via extrasinaptica. Le tecniche di biologia molecolare e l’utilizzo di 
animali transgenici, hanno consentito di fare grandi progressi nella comprensione dell’espressione 
dei neuropeptidi così come hanno consentito di studiare la farmacologia dei sistemi peptidergici e 
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gli effetti funzionali che essi mediano. Ad oggi, è noto che sia nell’età adulta che durante lo 
sviluppo, i neuropeptidi agiscono su specifici recettori modulando numerose funzioni neuronali, tra 
cui la mobilità del cono di accrescimento, la formazione del neurite, le proprietà elettrofisiologiche, 
la neurotrasmissione classica. Inoltre, è stata dimostrata la grande importanza dei neuropeptidi nella 
regolazione dei meccanismi alla base della sopravvivenza e della proliferazione cellulare. In ragione 
di quest’ampia varietà di effetti che i neuropeptidi sono in grado di mediare, essi hanno un ruolo 
importante nel comportamento, nelle funzioni cognitive, locomotorie, sensoriali ed autonomiche, e 
possono essere coinvolti in molte malattie del sistema nervoso (Belzung et al., 2006; Croiset et al., 
2000; DiCicco-Bloom et al., 1998; Emerit et al., 1992; Gozes & Brenneman, 2000; Gressens, 1998; 
Hauser & Mangoura, 1998; Heinrichs & Richard, 1999; Kwong et al., 2000; Lariviere & Melzack, 
2000; Lindholm et al., 1998; Müller et al., 1995; Patel, 1999; Raffa, 1998; Reul & Holsboer, 2002; 
Schwartz et al., 1998; Thorsell & Heilig, 2002; Waschek, 2002; Yew et al., 1999). Per lo studio del 
ruolo funzionale dei neuropeptidi e della farmacologia dei loro recettori, negli anni recenti sono 
stati impiegati approcci farmacologici che si basano sulla produzione e sull’utilizzo di agonisti od 
antagonisti dei diversi recettori dei neuropeptidi. Questo tipo di approccio ha portato alla 
produzione di un grande numero di farmaci, dig natura peptidica o meno, specifici per uno più 
sottotipi recettoriali (Hannon et al., 2002; Hökfelt et al., 2001; Kubek & Garg, 2002; Levy et al., 
2002; Reed et al., 2002; Takahashi, 2001). L’impiego di analoghi dei peptidi nella ricerca può 
portare alla comprensione dei meccanismi d’azione dei vari neuropeptidi ed allo sviluppo di 





2.2.  La Somatostatina 
La somatostatina (“somatotropin release-inhibitor factor”, SRIF) è un tetradecapeptide ciclico, 
inizialmente identificato nell’ipotalmo, in grado d’inibire il rilascio dell’ormone della crescita 
(Blake et al., 2004; Olias et al., 2004). Sono state identificate due isoforme della SRIF: la SRIF-14, 
originariamente scoperta nell’ipotalamo (Brazeau et al., 1973), e la SRIF-28, scoperta 
successivamente, la cui molecola, rispetto all’isoforma SRIF-14, è estesa all’N-terminale (Prodayrol 
et al., 1980). E’ noto che la SRIF ed i suoi recettori sono largamente distribuiti in molti tessuti, tra 
cui le ghiandole neuroendocrine, il tratto gastrointestinale, le cellule del sistema immunitario e nel 
sistema nervoso centrale e periferico (Casini et al., 2005; Meyerhof, 1998; Olias et al., 2004; 
Schonbrunn, 2007). In diverse specie sono stati descritti cinque sottotipi recettoriali della SRIF 
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(sst1-5), i quali appartenengono alla superfamiglia dei recettori accoppiati a proteine G, con sette 
domini transmembrana (Fig. 1). Tali recettori vengono codificati da cinque differenti geni altamente 
conservati (Moller et al., 2003). In alcuni tessuti l’mRNA del recettoresst2 va in contro a splicing 
alternativo percui esistono due isoforme del recettore sst2, sst2A ed sst2B, che differiscono a livello 
della porzione C-terminale (Casini et al., 2005; Cole & Schindler, 2000). 
Gli studi sulla SRIF hanno dimostrato che essa modula numerosi processi tra cui, ad esempio, il 
rilascio di ormoni e la sopravvivenza/proliferazione cellulare (Olias et al., 2004; Weckbecker et al., 
2003). Inoltre, numerose ricerche sono state condotte per chiarire la azioni fisiologiche della SRIF 
nella retina e nel sistema nervoso in generale (Casini et al., 2005; Celiker & Ilhan, 2002; 
Mastrodimou et al., 2005). L’ampia distribuzione e le molteplici azioni della SRIF e dei suoi 
recettori hanno spinto un’intensa attività di studi e, attualmente, il sistema somatostatinergico è 
considerato un obbiettivo terapeutico per diverse condizioni patologiche (Cervia & Bagnoli, 2007; 
Weckbecker et al., 2003). Sono stati prodotti analoghi della SRIF, sia di natura peptidica che non 
peptidica. Alcuni sono in grado di legarsi a più recettori, come ad esempio la pasireotide (SOM 230, 
si lega con simile affinità ad sst1, 2, 3, 5) altri, come ad esempio l’octreotide (noto anche come 
SMS 201-995 o sandostatina, si lega preferenzialmente al recettore sst2) ed il cianamide (noto 
anche come D-Tyr8 CYN 154806, si lega preferenzialmente al recettore sst2), sono invece selettivi 
solamente per uno o pochi recettori (Armani et al., 2007; Cervia et al, 2005; Ludvigsen et al., 2007; 
Nunn et al., 2003; Olias et al., 2004; van der Hoek et al., 2004; Weckbecker et al., 2003). 
Nell’uomo il recettore sst2A è il recettore della SRIF maggiormente distribuito nei tessuti ed in 
molte cellule tumorali (Körner et al., 2005; Reubi, 2003; Reubi et al., 1998) e rappresenta il 
principale bersaglio molecolare per gli analoghi della somatostatina nelle terapie contro diversi stati 
patologici (Lamberts et al., 2002; Reubi, 2003; Reubi et al., 1998). Sulla base di scoperte di 
laboratorio recenti, è stato suggerito il possibile impiego in ambito clinico di analoghi della SRIF, 
ad esempio in oftalmologia (Casini et al., 2005; Missotten et al., 2005), sebbene esistano ancora 
dubbi sul metodo di somministrazione, sul dosaggio e sugli effetti collaterali che ancora ne possono 
compromettere un reale impiego in ambito clinico. 
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Fig. 1 
Rappresentazione schematica della struttura dei recettori somatostatinergici 
E’ mostrata un’immagine rappresentativa della struttura del recettore sst2A. Si notano i sette domini 
transmembrana ed i residui di serina (S) e treonina (T) in cui avviene la fosforilazione nei domini 




2.3.  La retina di vertebrato 
Oltre che per lo studio del processamento delle informazioni visive, la retina di vertebrato è 
ampiamente utilizzata come modello sperimentale per gli studi sul sistema nervoso centrale. Infatti, 
essa è parte del sistema nervoso centrale ma da quest’ultimo è separata anatomicamente, 
permettendo un più agevole approccio sperimentale. La retina di vertebrato presenta la complessità 
tipica del cervello, mantenendo una struttura stratificata ordinata che è conservata in tutta la sua 
estensione (Bagnoli et al., 2003). La struttura e l’organizzazione funzionale della retina di 
vertebrato sono state descritte in maniera molto dettagliata in numerose pubblicazioni scientifiche 
(Bloomfield & Dacheux, 2001; Kolb et al., 2001; Masland, 2001a,b). La retina è composta da 
cinque tipi neuronali principali: i fotorecettori (che sono le cellule deputate alla trasduzione del 
segnale luminoso, e sono di due tipi: coni e bastoncelli), le cellule bipolari, le cellule orizzontali, le 
cellule amacrine e le cellule ganglionari. E’ stata inoltre descritta una sesta tipologia neuronale detta 
interplessiforme, che si può considerare una particolare variante delle cellule amacrine (Wässle & 
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Boycott, 1991). La struttura stratificata delle retina ed i tipi neuronali che la costituiscono sono 





Rappresentazione schematica della struttura neuronale retinica dei mammiferi 
Gli strati retinici rappresentati sono: POS= strato dei segmenti esterni dei fotorecettori; ONL= strato nucleare 
esterno; OPL= strato plessiforme esterno; INL= strato nucleare interno; IPL= strato plessiforme interno; 
GCL= strato delle cellule ganglionari; NFL= strato delle fibre nervose. Le principali popolazioni neuronali 
retiniche sono: AC= cellule amacrine; BC= cellule bipolari; C= coni; DAC= cellule amacrine spiazzate; GC= 
cellule ganglionari; HC= cellule orizzontali; IC= cellule interplessiformi; R= bastoncelli. La freccia a destra 




In breve, lo strato retinico più esterno è rappresentato dal segmento esterno dei fotorecettori che, 
proseguendo verso il corpo vitreo (quindi verso la retina interna), è seguito dal soma dei 
fotorecettori, i quali formano lo strato nucleare esterno (ONL). Lo strato plessiforme esterno (OPL) 
contiene i contatti sinaptici tra i terminali dei fotorecettori ed i dendriti delle cellule bipolari e delle 
cellule orizzontali. Lo strato nucleare interno (INL) si trova in posizione prossimale rispetto 
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all’OPL e contiene i corpi cellulari delle cellule bipolari, orizzontali, amacrine e le cellule 
interplessiformi. Tipicamente, i somi delle cellule bipolari ed orizzontali sono localizzati nella metà 
dell’INL più vicino all’OPL, mentre quelli delle cellule amacrine sono localizzati vicino allo strato 
plessiforme interno (IPL). Dal punto di vista funzionale, le cellule bipolari sono divise in due 
tipologie principali: le cellule bipolari ON e quelle OFF. Questa divisione è fatta in funzione del 
tipo di risposta che le due tipologie di cellule bipolari danno quando vengono investite dalla luce. In 
particolare, le cellule bipolari ON si depolarizzano quando vengono colpite dalla luce mentre, al 
contrario, le OFF si iperpolarizzano. Si ritiene che la diversa risposta delle cellule bipolari alla luce 
sia il risultato di un complesso meccanismo che dipende della diversa espressione dei recettori del 
glutammato presenti su di esse. In particolare, ri ritiene che le cellule bipolari ON esprimono i 
recettori metabotropici (mGluR6 soprattutto) nella sinapsi con i fotorecettori e che, invece, le 
cellule bipolari OFF esprimono i recettori ionotropici del glutammato (Brandstätter et al., 1997; 
DeVries, 2000; Hack et al., 1999, 2001; Haverkamp et al., 2001; Masu et al., 1995; Nomura et al., 
1994; Vardi et al., 2000). Dal punto di vista morfologico le cellule bipolari ON e quelle OFF si 
distinguono sulla base della localizzazione delle loro arborizzazioni terminali nell’IPL: le cellule 
bipolari ON arborizzano nella metà prossimale (sublamina b) mentre le OFF arborizzano nella metà 
distale dell’IPL (sublamina a) (Euler & Wässle, 1995; Hartveit, 1997; Kolb & Nelson 1995;). Le 
cellule bipolari sono anche distinte in cellule bipolari dei bastoncelli e cellule bipolari dei coni, in 
accordo con il tipo di fotorecettore che esse contattano. Ad oggi, si ritiene che le cellule bipolari dei 
bastoncelli sono esclusivamente di tipo ON (Wässle et al., 1991) mentre, al contrario, le cellule 
bipolari dei coni nei mammiferi possono essere ON oppure OFF (Masland, 2001b). Per quanto 
riguarda le cellule amacrine, la caratteristica morfologica principale che le suddivide in due grosse 
sotto-popolazioni è l’estensione dei dendriti. Sulla base di ciò vengono distinte in “narrow-field 
amacrine cells” oppure “wide-field amacrine cells” (Brecha et al., 1991). Nell’IPL sono contenuti i 
contatti sinaptici tra gli assoni delle cellule bipolari, i dendriti delle cellule ganglionari ed i processi 
delle cellule amacrine. I ricercatori hanno definito nell’IPL cinque sotto-stratificazioni, denominate 
laminae (Cajal, 1893). Nello strato delle cellule ganglionari (GCL) sono stati descritti 10-18 diversi 
tipi di cellule ganglionari, che differiscono per caratterisitche morfologiche e fisiologiche (Kolb et 
al., 1992; Masland, 2001b). Gli assoni delle cellule ganglionari convergono a formare le fibre del 
nervo ottico, il quale fuoriesce dalla struttura oculare a livello del disco ottico, andando a terminare 
nelle stazioni visive primarie del cervello. Le cellule ganglionari rappresentano l’unica popolazione 
neuronale retinica attraverso cui le informazioni visive si dipartono dalla retina verso i centri 
nervosi superiori. La circuiteria retinica principale è organizzata secondo una “via verticale”, in 
maniera tale, cioè, che il flusso d’informazioni visive vada dai fotorecettori alle cellule bipolari, e 
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da quest’ultime alle cellule amacrine e ganglionari. Nella via verticale il principale 
neruotrasmettitore coinvolto è L-glutammato. In aggiunta alla via verticale, due “vie orizzontali” 
modulano il flusso d’informazioni: una via rappresentata dalle cellule orizzontali e l’altra 









Rappresentazione schematica della circuiteria retinica e della distribuzione del recettore sst2A nei 
mammiferi 
(A) Le informazioni visive si muovono lungo una via verticale data dalle sinapsi tra i fotorecettori e le cellule 
bipolari, e dalle sinapsi tra le cellule bipolari e le cellule ganglionari (frecce). La via verticale è modulata in 
senso orizzontale a due livelli: a livello delle cellule orizzontali ed a livello delle cellule amacrine (punte di 
freccia). AC= cellule amacrine; BC= cellule bipolari; C= coni; GC= cellule ganglionari; HC= cellule orizzontali; 
R= bastoncelli (tratto da Bagnoli et al., 2003). B) E’ riportata la localizzazione del recettore sst2A nella retina. 
CA= cellule amacrine; CBB= cellule bipolari dei bastoncelli; CBC= cellule bipolari dei coni; CG= cellule 
ganglionari; CO= cellule orizzontali (sulla base delle informazioni tratte da Cristiani et al., 2002b; Fontanesi 
et al., 2000; Helboe & Moller, 1999; Johnson et al., 1998, 1999; Petrucci et al., 2001; Vasilaki et al., 2001). 
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Le cellule orizzontali mediano interazioni laterali attraverso le loro sinapsi nell’OPL, integrando 
così segnali luminosi su un’ampia regione retinica. Esse presentano un feedback con i fotorecettori 
e contattano le cellule bipolari; di conseguenza, le risposte dei fotorecettori e delle cellule bipolari 
sono influenzate da segnali provenienti da zone distanti nella retina. In aggiunta alla circuiteria 
appena descritta, un ulteriore grado di complessità è fornito dalle arborizzazioni delle cellule 
interplessifomi, le quali vanno ad arborizzare nell’IPL e nell’OPL. 
Un’ampia varietà di sostanze neuroattive sono espresse nella retina, e molte di queste sostanze 
vengono sintetizzate ed usate dalle cellule amacrine. Sulla base delle sostanze neuroattive espresse 
dalle cellule amacrine vengono fatte delle distinzioni. In particolare, le due principali popolazioni di 
cellule amacrine sono rappresentate dalle amacrine GABAergiche e dalle amacrine glicinergiche. 
Tra le GABAergiche sono state descritte un numero elevato di sotto-popolazioni definite sulla base 
del tipo di sostanza neuroattiva che coesiste con il GABA (Strettoi & Masland, 1996). Ad esempio, 
alcune contengono GABA ed acetilcolina (Brecha et al., 1988), mentre altre, invece, sono 
caratterizzate dalla presenza di uno specifico peptide assieme al GABA, come ad esempio la SRIF 
(Cristiani et al., 2002b; Hutsler & Chalupa, 1994). In generale, sulla base delle caratteristiche 
morfologiche e neurochimiche sono stati descritti 29 diversi sottotipi di cellule amacrine (Masland, 
2001b). 
Oltre che dagli elementi neuronali, la retina di vertebrato è supportata da una rete vascolare che ha 
un ruolo molto importante, non solo in condizioni fisiologiche ma anche in molte patologie, tra cui, 
ad esempio, l’ischemia retinica (Osborne et al., 2004). I genrale, i vasi sanguigni maturi sono 
costituiti dalle cellule endoteliali a livello del lume del vaso e da cellule di supporto nella lamina 
basale. Nei vasi principali , come le vene e le arterie, le cellule di supporto sono costituite dalle 
cellule muscolari lisce mentre nei capillari e nelle piccole vene, le cellule di supporto sono costituite 
dai periciti (Rhodin & Fujita, 1989). La retina di mammifero è supportata da una doppia rete 
vascolare (Fig. 4): in particolare, è presente una delicata rete di vasi negli strati retinici più interni 
mentre nella zona più esterna, cioè dove sono localizzati i fotorecettori, la retina risulta avascolare e 
di conseguenza la sopravvivenza delle cellule degli strati retinici più esterni dipende dal plesso di 
caplillari fenestrati presenti nell’adiacente coroide (coriocapillari). 
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Fig. 4  
Rappresentazione schematica della distribuzione degli elementi vascolari osservabili in una sezione 
trasversale condotta nella retina di mammifero 
Si può notare la presenza di una rete di vasi retinici negli strati più interni (nella parte in alto della figura) 
mentre nella zona più esterna, cioè dove sono localizzati i fotorecettori, la retina risulta avascolare 
dipendendo, di conseguenza, dal plesso dei capillari presenti sulla coroide (coriocapillari) (tratto da Witmer 




La retina è uno dei migliori modelli sperimentali per lo studio della formazione dei vasi sanguigni 
poiché in essa si verificano meccanismi diversi attraverso cui avviene la realizzazione della rete 
vascolare se si considerano i meccanismi che si attuano nelle fasi precoci dello sviluppo della 
vascolarizzazione retinica e quelli che avvengono nell’adulto (Baldysiak-Figiel et al., 2004). Più 
precisamente, durante lo sviluppo, una vascolarizzazione primordiale origina nella zona del nervo 
ottico per differenziamento e proliferazione di cellule endoteliali che si aggregano a formare una 
rete vascolare primitiva (vascologenesi) nella superficie interna della retina. Successivamente, 
nuovi vasi sanguigni si sviluppano per una proliferazione di cellule endoteliali a partire dai vasi 
primordiali (angiogenesi). Il processo di sviluppo della vascolarizzazione retinica è completato 
rapidamente nell’uomo, e poche settimane dopo la nascita in molte altre specie di mammifero, 
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incluso i roditori. Nell’individuo adulto la formazione di nuovi vasi può avvenire in risposta a 
meccanismi di rigenerazione tissutale oppure può essere indotta da alcune malattie. In ogni caso, lo 
sviluppo od il rimodellamento dei vasi sanguigni nell’adulto avvengono esclusivamente per 
angiogenesi a partire dai vasi pre-formati (Baldysiak-Figiel et al., 2004; Park et al., 2003; Witmer et 
al., 2003). 
In definitiva, la retina di mammifero è quindi un modello sperimentale molto utilizzato per 
individuare ed investigare molecole che possono essere impiegate come agenti terapeutici per il 
trattamento di molteplici danni o malattie a carico del sistema nervoso (Bagnoli et al., 2003; 
Matrodimou et al., 2005; Witmer et al., 2003). In particolare, molte ricerche sono rivolte allo studio 
degli effetti e dei meccanismi d’azione di sostanze neuroattive, tra le quali i neuropeptidi. Ad oggi 
sono molti i progressi compiuti in quest’ambito di ricerca ottenuti con l’identificazione ed il 
clonaggio dei recettori dei neuropeptidi, con lo sviluppo di analoghi farmacologici dei peptidi e con 
la produzione di animali transgenici. Tuttavia, ancora siamo lontani da una completa conoscenza 
delle funzioni e dei meccanismi d’azione dei neuropeptidi nell’individuo adulto e durante lo 
sviluppo. Una volta acquisite, tali conoscenze potrebbero permettere di arrivare all’individuazione 




2.4.  L’ischemia retinica 
Con l’aumentare della durata media della vita, il tasso d’incidenza di differenti patologie che hanno 
effetti dannosi sulla retina ha subito un aumento. Molte di queste patologie che colpiscono la retina 
sono oggi tra le principali cause di cecità nei paesi industrializzati. Tra esse, le più note sono 
l’occlusione dell’arteria retinica, la malattia della arteria carotide, l’ipertensione, il glaucoma e la 
retinopatia diabetica. Queste patologie sono quasi sempre accompagnate dall’ischemia della retina, 
che è la comune causa di malfunzionamenti della visione, al punto d’indurre una totale o parziale 
cecità. L’ischemia è una condizione di totale o parziale assenza di flusso sanguigno ai tessuti, 
cosicché le cellule che lo costituiscono vanno in contro ad una condizione di assenza di ossigeno 
completa (anossia) o parziale (ipossia) subendo, inoltre, un insufficiente apporto di substrati 
metabolici ed un’inadeguata rimozione dei prodotti di rifiuto. In questo modo il tessuto va in contro 
ad un danno in conseguenza del fatto che le cellule non riescono a soddisfare le proprie necessità 
energetiche ed incorrono, quindi, in una perdita delle proprietà omeostatiche (Osborne et al., 2004). 
Spesso l’ischemia retinica è accompagnata dalla morte neuronale e dalla formazione di nuovi vasi 
(Barber, 2003; Campochiaro, 2000; Levin & Louhab, 1996; Osborne et al., 1999; Osborne et al., 
 21
                                                     Tesi di Dottorato              
2004; Quigley et al., 1985; Quigley et al., 1995). Attualmente non esistono trattamenti clinici che 
possano prevenire l’ischemia retinica, pertanto si rende necessario l’intervento chirurgico al fine di 




2.4.1.  Ischemia e morte neuronale per apoptosi 
Il processo apoptotico è la morte cellulare programmata attraverso cui, senza risposta 
infiammatoria, vengono rimosse le cellule mediante fagocitosi. Il processo apoptotico richiede 
l’espressione di specifici geni e può essere identificata usando metodi immunoistochimici e 
biochimici. L’apoptosi caratterizza molte patologie neurodegenerative, come ad esempio il morbo 
di Alzheimer (Li & Holscher, 2007), la corea di Huntington (Nakamura & Aminoff, 2007) e la 
sclerosi laterale amiotrofica (Pasinelli & Brown, 2006). Anche la morte dei neuroni che caratterizza 
diverse patologie retiniche, come ad esempio il glaucoma, la retinite pigmentosa e la retinopatia 
diabetica, avviene principalmente per apoptosi (Lev, 2001). Infatti, è stato dimostrato che a causa 
dell’ipossia e della deprivazione di substrati metabolici che il tessuto subisce durante il periodo 
d’ischemia, i neuroni retinici degenerano per apoptosi (Barber, 2003; Campochiaro, 2000; Choi, 
1996; Levin & Louhab, 1996; Osborne et al., 1999; Osborne et al., 2004; Quigley et al., 1985; 
Quigley et al., 1995; Rosenbaum et al., 1998; Shibuki et al.,1998; Springer, 2002). Numerose 
molecole, tra cui enzimi, sono coinvolte nel processo apoptotico. Alcuni degli enzimi 
maggiormente studiati e meglio caratterizzati tra quelli che intervengono nel processo apoptotico 
sono le caspasi (appartenenti alla famiglia delle cistein-proteasi). Sono state descritte quattordici 
tipologie diverse di caspasi, alcune delle quali agiscono come iniziatrici del processo apoptotico, 
mentre altre, come ad esempio la caspasi-3, sono essenzialmente esecutrici del processo apoptotico. 
Numerose evidenze dimostrano che anche nelle cellule neuronali l’attivazione delle caspasi ha un 
ruolo chiave nel processo che porta all’apoptosi (Katai & Yoshimura, 1999). In particolare, in 
diversi modelli d’ischemia retinica nei vertebrati, tra cui il topo, è stata documentata la modulazione 
del processo apoptotico e l’importanza del coinvolgimento di diverse molecole (Daugeliene et al., 
2002; Kaneda et al., 1999), tra cui la caspasi-3 (Dilsiz et al 2006; Harada et al., 2007; Katai & 
Yoshimura, 1999; Singh et al., 2001; Zheng et al., 2004). Si ritiene che siano molti i meccanismi 
che promuovono la morte dei neuroni in seguito all’ischemia. In particolare, tra i più noti sono i 
meccanismi legati alla formazione di radicali liberi dell’ossigeno (Block & Schwarz 1997; Müller et 
al., 1997; Szabo et al., 1997) e, soprattutto, i meccanismi legati all’eccessivo rilascio di glutammato 
che si verifica durante la condizione ischemica (eccitotossicità da glutammato) (Arundine & 
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Tymianski, 2003; Camacho & Massieu, 2006; Lipton, 1999; Louzada-Junior et al. 1992; Lucas & 
Newhouse, 1957; Osborne et al., 2004; Won et al., 2002). In condizioni fisiologiche, l'attivazione 
dei recettori NMDA è temporanea; l'aumento della concentrazione citoplasmatica di Ca2+ che 
consegue all’attivazione di questi recettori viene normalmente tamponato da una serie di 
meccanismi che regolano l'omeostasi del Ca2+ intracellulare. Tali sistemi tampone, tuttavia, possono 
essere compromessi in condizioni patologiche, ad esempio in condizioni d'ischemia. E’ stato infatti 
dimostrato che l’ischemia induce la disattivazione del sistema di trasporto Ca2+/Mg2+ ATPasi della 
membrana plasmatica neuronale ed induce anche un inversione dello scambiatore Na+/Ca2+. 
Pertanto, l’attivazione dei recettori NMDA dovuta al glutammato determina un eccessivo e protratto 
aumento della concentrazione di Ca2+ intracellulare. In aggiunta, la depolarizzazione neuronale che 
consegue all’attivazione del recettore NMDA determina una protratta depolarizzazione dei neuroni 
e quindi induce l’apertura dei canali al Ca2+ voltaggio-dipendenti con conseguente influsso di Ca2+. 
Infine, la depolarizzazione determina la rimozione degli ioni Mg2+ associati al canale ionico NMDA 
ed un conseguente ulteriore influsso di Ca2+ nella cellula. E’ noto che un incremento elevato e 
sostenuto della concentrazione di Ca2+ intracellulare può avere diverse conseguenze: I) attivare le 
endonucleasi, le lipasi e le proteasi cellulari (come ad esempio le caspasi), le quali vanno a 
degradare la membrana cellulare e gli organelli, determinando la morte o comunque un danno 
cellulare; II) determinare un ulteriore aumento del rilascio di neurotrasmettitori, tra cui il 
glutammato (Orrenius et al., 2003; Osborne et al., 1999). L’importanza dei recettori NMDA nel 
processo di apoptosi neuronale conseguente ad ischemia non esclude però il coinvolgimento anche 
di recettori non-MDA. Infatti, è stato dimostrato che antagonisti competitivi e non competitivi dei 
recettori NMDA attenuano la degenerazione neuronale indotta da ischemia (Osborne et al., 1999, 
2004). In generale, è stato osservato che dal complesso di recettori di cui una cellula dispone 
dipende la sensibilità che essa presenta nei confronti del danno ischemico. In particolare, è stato 
suggerito che il complesso dei recettori di cui una cellula è dotata determina il rapporto tra i segnali 
eccitatori e quelli inibitori, rendendo le cellule più o meno suscettibili all’eccitotossicità indotta da 




2.4.2.  Modelli sperimentali d’ischemia retinica 
Al fine di studiare i fenomeni conseguenti all’ischemia nella retina, ed in particolar modo la morte 
neuronale, le ricerche hanno sviluppato diversi modelli sperimentali che riproducono la condizione 
d’ischemia retinica. Tra i più impiegati, esistono modelli in vivo, basati principalmente sulla 
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riduzione del flusso sanguingno che si può ottenere mediante l’incremento della pressione 
intraoculare. I modelli in vivo hanno il vantaggio di simulare efficacemente il reale meccanismo che 
si verifica nelle patologie umane (Osborne et al., 2004). Numerosi sono anche i modelli in vitro, 
basati essenzialmente sulla riduzione della disponibilità di ossigeno e glucosio e che, rispetto ai 
modelli in vivo, hanno invece il vantaggio di presentare una maggior facilità di manipolazione del 
tessuto e delle condizioni sperimentali (Izumi et al., 2003; Kinukawa et al., 2005; Kuriyama et al., 
2001; Luo et al., 2001; Mastrodimou et al., 2005; Maynard et al., 1998; Napper et al., 2001; Neal et 
al., 1994; Osborne et al., 1997; Payet et al., 2004; Quinones-Hinojosa et al., 1999; Tamada et al., 
2002; Tezel & Wax, 1999; Ueda et al., 2004). Nei modelli in vitro la disponibilità di ossigeno varia 
da diversi gradi d’ipossia, fino ad un totale rimpiazzamento di ossigeno mediante N2; inoltre, 
possono venire impiegati agenti chimici, come cianati (per bloccare la catena respiratoria), o come 
l’acido iodoacetico (IAA) (per bloccare la glicolisi). Diverse specie sono state utilizzate come 
modello d’ischemia retinica in vitro, come coniglio, pollo, maiale ma, fino al nostro lavoro, nessun 




2.5.  La proliferazione vascolare retinica: il ruolo dei fattori associati 
all’angiogenesi 
Il processo dell’angiogenesi è caratterizzato da una sequenza di eventi: una fase iniziale di 
vasodilatazione dei vasi preesistenti, stimolata da fattori pro-angiogenici, che determina il rilascio di 
fattori infiammatori, di proteine plasmatiche e di ulteriori fattori di crescita che, interagendo tra 
loro, possono condurre all’attivazione di enzimi in grado di demolire la matrice extracellulare 
circostante. Tutto ciò permette alle cellule endoteliali di proliferare e di migrare dai vasi preesistenti 
per andare a formare i nuovi tubi. I nuovi tubi che vanno a formarsi vengono infine supportati da 
una rete di cellule di supporto differenziate e da matrice (Witmer et al., 2003). 
La neoangiogenesi è un processo molto importante sia in condizioni fisiologiche che in diverse 
malattie. Una neoangiogenesi fisiologica avviene, ad esempio, nei meccanismi di riparazione dei 
vasi sanguigni; tuttavia, il processo di neoangigenesi può essere soggetto ad un eccessivo grado di 
sviluppo in seguito, ad esempio, a tumori o patologie retiniche (Baldysiak-Figiel et al., 2004). 
Infatti, in molte delle patologie retiniche che sono accompagnate da stati d’ischemia/ipossia, come 
ad esempio la retinopatia diabetica, viene promossa la neoangiogenesi (Bosco et al., 2005; 
Campochiaro, 2000; Takagi, 2007). Attualmente, soltanto pochi agenti farmacologici sono usati in 
alternativa alla fotocoagulazione laser, la quale rappresenta, fin’ora, l'approccio fondamentale per 
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contrastare, ad esempio, l’ipervascolarizzazione associata alla retinopatia diabetica proliferativa. Il 
trattamento laser, d’altra parte, può essere doloroso, può arrecare danni permanenti alla retina, 
comportando la perdita di porzioni più o meno ampie del campo visivo e spesso risulta un rimedio 
inutile a medio e lungo termine (Boehm et al., 2001; Witmer et al., 2003). Il fenomeno 
dell’angiogenesi viene regolato in maniera molto fine da diversi fattori, alcuni ad azione pro-
angiogenica altri, al contrario, ad azione anti-agiogenica.. E’ stato osservato, infatti, che in 
condizioni di stabilità/maturità della rete vascolare è predominante l’azione dei fattori anti-
angiogenici mentre invece, in particolari condizioni patologiche, come ad esempio in condizioni 
d’ipossia, si attivano i fattori pro-angiogenici i quali vanno a promuovere la complessa sequenza 
che conduce allo sviluppo dei nuovi vasi. E’stato perciò suggerito che la rete vascolare è un 
complesso sistema in omeostasi che si mantiene sulla base di un fine equilibrio tra la disponibilità 
di ossigeno ai tessuti e l’interazione dei fattori pro-/anti- angiogenici. Compatibilmente con questa 
idea, è stato dimostrato che condizioni che possono alterare l’equilibrio dei fattori pro- ed anti- 
angiogenici, come ad esempio accade nella condizione d’ ischemia/ipossia, possono innescare gli 
eventi che conducono all’anomala proliferazione vascolare (Kvanta, 2006; Zhang & Ma, 2006). 
Nell’ultima decade sono stati compiuti molti progressi nell’inidividuazione di molecole che hanno 
un ruolo chiave nello sviluppo vascolare (Kvanta, 2006; Loughna & Sato, 2001; Tallquist et al., 
1999; Zhang & Ma, 2006). A questo riguardo, tre famiglie di fattori di crescita con importanti 
effetti sull’angiogenesi risultano molto studiati: il fattore di crescita delle cellule endoteliali 
vascolari (VEGF) ed i suoi recettori, il fattore di crescita-1 insulino-simile (IGF-1) ed i suoi 
recettori, ed i fattori di crescita indicati come angiopoietine. L’interazione dei fattori di crescita tra 
loro e con i propri recettori modula le vie intracellulari (che coinvolgono ad esempio chinasi e 
fosfatasi) che regolano la proliferazione, la migrazione ed il differenziamento delle cellule che 
andranno a formare i nuovi elementi vascolari (Baldysiak-Figiel et al., 2004; Carmeliet, 2000; 
Carmeliet & Jain, 2000; Folkman, 1997, Ortega et al., 1999; Park et al., 2003). Di seguito, si 




2.5.1.  Il VEGF ed i suoi recettori VEGFR-1 e VEGFR-2 
Il VEGF-A (da qui in poi indicato per semplicità VEGF) è una glicoproteina che agisce come 
potente fattore angiogenico. Nei tessuti il VEGF è presente in diverse isoforme, in seguito al 
fenomeno dello splicing alternativo dell’mRNA. Le tre principali isoforme, che nel confronto tra 
roditori e uomo differiscono in lunghezza per un un solo amminoacido sono: VEGF188/189 
 25
                                                     Tesi di Dottorato              
(roditori/uomo), VEGF164/165 e VEGF120/121 (Robinson & Stinger, 2001; Witmer et al., 2003). 
Il VEGF è il ligando per due recettori endoteliali tirosina chinasi: il VEGFR-1 (circa 180 kDa, noto 
anche come Flt-1) ed il VEGFR-2 (220-230 kDa, noto anche come Flk-1). I recettori del VEGF 
contengono sette domini immunoglobulinici extracellulari, un unico dominio idrofobico 
transmembrana ed un dominio tirosina chinasi intracellulare interrotto da un inserto ad attività 
chinasica (Millauer et al., 1993; Neufeld et al., 1999; Robinson & Stringer, 2001; Terman et al., 
1992; Veikkola et al., 2000). La presenza del VEGF e dei suoi recettori è stata documentata nel 
sistema nervoso centrale (Zachary, 2005). Diversi studi hanno riportato l’espressione dell’mRNA e 
della proteina del VEGF nella retina ed hanno osservato che i recettori del VEGF sono espressi sia 
nella rete vascolare retinica che al di fuori di essa. Sino ad oggi però, a causa di differenze specie-
specifiche o a causa di differenze nei protocolli sperimentali impiegati in diversi studi, i dati 
sull’espressione del VEGF e dei suoi recettori nella retina non sono ancora del tutto chiariti. E’ noto 
che il VEGF è un regolatore fondamentale per lo sviluppo vascolare sia in condizioni fisiologiche 
che in condizioni patologiche (Griffioen & Molema, 2000). L’inattivazione del gene del VEGF e 
del suo recettore VEGFR-1 in embrioni di topo ha determinato la perdita delle cellule endoteliali e 
la morte embrionale, suggerendo che il VEGF ed il suo recettore sono fondamentali nelle fasi 
precoci dello sviluppo vascolare (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996; Shalaby et al., 1995). 
Non solo nelle fasi precoci, ma anche nelle fasi tardive, il VEGF ed i suoi recettori sono coinvolti in 
maniera critica nella neoangiogenesi. Infatti, è noto che VEGF stimola la proliferazione, la 
migrazione delle cellule endoteliali e l’attività proteolitica nella matrice extracellulare 
(Gospodarowicz et al., 1989). In generale, i dati sperimentali ottenuti da numerose ricerche 
dimostrano che che la neoangiogenesi retinica è quasi sempre correlata all’incremento 
dell’espressione del VEGF e dei suoi recettori (Gilbert et al., 1998, Kociok et al., 2007; McLeod et 
al., 2002; Werdick et al., 2004). In aggiunta, la plausibile presenza di entrambi i recettori del VEGF 
al di fuori della rete vascolare, assieme a diverse evidenze sperimentali, suggeriscono che il VEGF 
nella retina neurale può avere un ruolo importante anche nella sopravvivenza neuronale. A tal 
proposito, infatti, è stato mostrato che il VEGFR-2 media un effetto neuroprotettivo diretto sui 
neuroni in vitro in seguito al danno ischemico (Witmer et al., 2003) e, più in generale, in molti tipi 
di neuroni, tra cui neuroni del sistema nervoso autonomo, corticali e sensoriali, suggerendo un 
potenziale impiego del VEGF in malattie neurodegenerative come ad esempio il morbo di 
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2.5.2.  L’IGF1 ed il suo recettore IGF-1R 
Il fattore di crescita insulino-simile-1 (IGF-1) è un ormone polipeptidico (circa 7.5 kDa, Liu et al., 
1992) con proprietà mitogene, la cui struttura primaria è molto simile a quella dell’insulina. L’IGF-
1 viene prodotto in molti tessuti, tra cui muscoli, reni, fegato e cervello ed ha un ruolo fondamentale 
per la crescita e lo sviluppo fetale e post-natale. Le azioni biologiche dell’IGF-1 vengono mediate 
dal legame con il proprio recettore, IGF-1R, il quale fa parte della superfamiglia dei recettori 
tirosina chinasi (Epa & Ward, 2006). Nella struttura dell’IGF-1R (circa 350 kDa, Chernausek et al., 
1981) sono presenti due subunità alfa extracellulari, contenenti i siti di legame per l’IGF-1, e due 
subunità beta tansmembrana ciascuna delle quali contiene tre domini, di cui uno intracellulare ad 
attività tirosina chinasi, responsabile dell’attività catalitica esercitata dal recettore IGF-1R (Dupont 
et al., 2003). Quando il ligando specifico si lega all’IGF-1R si ha un cambiamento conformazionale 
del recettore che conduce alla trans-autofosforilazione del dominio intracellulare tirosin chinasico, 
innescando l’attivazione di numerose vie intracellulari (Donovan & Kummar, 2007). L’importanza 
dell’IGF-1 e dell’IGF-1R è stata dimostrata in diversi processi ed in diversi tessuti. L’incremento 
del livello dell’IGF-1 o la sovraespressione del recettore IGF-1R, sono stati ad esempio osservati in 
molti tumori ed è stato inoltre dimostrato che possono influenzare la proliferazione, la 
differenziazione, la migrazione e l’apoptosi delle cellule tumorali (Durai et al., 2005; Yakar et al., 
2005) In aggiunta, molte sono le evidenze del ruolo importante che riveste il sistema dell’IGF-1 
nello sviluppo della rete vascolare in condizioni normali ed in condizioni patologiche. Ad esempio, 
nel topo, mediante angiografia con fluoresceina è stato osservato che la mancanza dell’IGF-1 nelle 
fasi neonatali precoci è associata ad uno scarso sviluppo della rete vascolare retinica (Hellstrom et 
al., 2001). Nei topi transgenici che invece sviluppano una sovraespressione dell’IGF-1 nella retina, 
è stato osservato il manifestarsi di molte delle alterazioni che si osservano anche negli occhi di 
pazienti affetti da quelle forme di diabete caratterizzate dalla proliferazione vascolare. In 
particolare, già dopo due mesi dalla nascita, gli occhi dei topi che sovraesprimono IGF-1 mostrano 
la perdita dei periciti vascolari e l’assotigliamento della membrana basale. Queste anomalie 
proseguono, ed a sei mesi di vita si osserva la dilatatazione delle venule e la presenza di anomalie 
microvascolari che conducono ad una spinta neovascolarizzazione della retina e della cavità vitreale 
(Ruberte et al., 2004). E’ stato inoltre osservato che trattando con antagonisti del recettore per 
l’IGF-1 i topi in cui è stata indotta ischemia si può previene la neoangiogenesi (Smith et al., 1999). 
Nell’uomo ci sono diverse evidenze a supporto del fatto che nel tessuto retinico l’IGF-1 viene 
espresso nelle cellule vascolari, neuronali e gliali e che la sua espressione può essere indotta da 
diversi fattori, tra cui l’ipossia. In aggiunta, poiché il livello dell’IGF-1 nei liquidi vitreali dei 
pazienti affetti da retinopatia diabetica risulta particolarmente elevato, è stato proposto che il livello 
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2.5.3. Il sistema Ang/Tie 
Le angiopoietine sono una famiglia di fattori di crescita che comprendono, tra le altre, il fattore 
angiopoietina-1 (Ang-1) ed il fattore angiopoietina-2 (Ang-2) (Tsigkos et al., 2003). Ang-1 ed Ang-
2 sono prevalentemente espresse nelle cellule endoteliali (Dumont et al., 1992; Park et al., 2003; 
Partanen et al., 1992). Ang-1 ed Ang-2, assieme ai recettori tirosina chinasi Tie-2 e Tie-1 su cui 
esse agiscono (circa 117 kDa, Partanen et al., 1992), formano un complesso sistema in equilibrio 
che regola l’angiogenesi (McCarthy et al., 1998; Saharinen et al., 2005; Sato et al., 1995). Tie-2 e 
Tie-1 hanno una struttura complessa. Tie-2 riveste un ruolo molto importante per un corretto 
sviluppo ed una corretta funzionalità dei vasi sanguigni; infatti, nei topi knock out per il recettore 
Tie-2 è stato osservato che si sviluppano emorragie accompagnate da un inadeguato sviluppo 
vascolare durante le fasi embrionali (Saharinen et al., 2005). Il recettore Tie-1 conserva un alto 
grado di omologia con Tie-2 e come esso riveste una notevole importanza per un corretto sviluppo 
della rete vascolare; infatti, diverse ricerche hanno dimostrato che nei topi knock out per Tie-1 si 
verifica un deficit funzionale nei microvasi, che conduce ad edemi, emorragie ed infine determina la 
rapida morte embrionale (Saharinen et al., 2005). E’ stato dimostrato che Tie-2 va in contro ad 
autofosforilazione una volta che è avvenuto il legame con Ang-1. Si ritiene che tramite la sua 
azione su Tie-2, Ang-1 promuova la maturazione e la stabilizzazione della rete vascolare ed induca, 
inoltre, il reclutamento delle cellule perivascolari di supporto (Dumont et al., 1992; Park et al., 
2003; Partanen et al., 1992; Saharinen et al., 2005). Ang-2 si lega al recettore Tie-2 con un’affinità 
simile ad Ang-1 però, al contrario di esso, Ang-2 blocca l’autofosforilazione di Tie-2 indotta da 
Ang-1, agendo quindi da antagonista degli effetti mediati da Ang-1. In virtù della capacità di Ang-2 
di antagonizzare la maturazione e la stabilità dei vasi promossa da Ang-1, si ritiene che esso possa 
indurre principalmente due effetti: I) apoptosi nelle cellule endoteliali, con la conseguente 
regressione della vascolarizzazione in assenza di fattori che che promuovono l’angiogenesi (come 
ad esempio in assenza del VEGF); II) facilitare la migrazione e la proliferazione endoteliale in 
presenza di fattori pro-angiogenici (come ad esempi in presenza del VEGF) (Dumont et al., 1992; 
Partanen et al., 1992 Park et al., 2003; Saharinen et al., 2005). Poche sono invece le informazioni 
sulla farmacologia e sugli effetti funzionali del recettore Tie-1. Ad esempio, sebbene non sia ancora 
noto con certezza il suo ligando, recentemente è stato suggerito che Ang-1 potrebbe stimolare la 
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fosforilazione di Tie-1 nelle cellue endoteliali (Saharinen et al., 2005). Inoltre, è stato suggerito che 
Tie-1 agisce promuovendo l’integrità strutturale delle cellule endoteliali (Sato et al., 1995) e la 




2.5.4.  La modulazione dei fattori che regolano l’angiogenesi 
Numerose ricerche hanno dimostrato che i fattori coinvolti nel processo di angiogenesi possono 
interagire tra loro influenzandosi reciprocamente. Sia in modelli in vivo che in vitro, è stato infatti 
dimostrato che l’IGF-1 partecipa alla genesi della patologia retinica proliferativa inducendo una 
sovraespressione dell’mRNA del VEGF. (Poulaki et al., 2004). Nell’uomo, l’IGF-1 ed il VEGF 
vengono prodotti da molteplici cellule retiniche tra cui le cellue dell’epitelio pigmentato retinico, i 
periciti dei capillari, le cellule endoteliali, le cellule di Müller e le cellule ganglionari (Sall et al., 
2004). In una recente ricerca condotta su cellule umane in vitro è stato osservato che l’IGF-1 è in 
grado di stimolare l’induzione del VEGF ed è stato altresì suggerito che questo sia uno dei 
meccanismi principali alla base dei processi che conducono alla cecità in malattie proliferative 
come il glacucoma e la retinopatia diabetica. In particolare, in questo studio è stato dimostrato che 
nelle cellule dell’endotelio pigmentato retinico, la somministrazione dell’IGF-1 incrementa la 
fosforilazione del recettore IGF1-R e di seguito incrementa il livello dell’mRNA del VEGF 
suggerendo, quindi, che l’IGF-1 è in grado d’indurre l’espressione del VEGF mediante il recettore 
IGF-1R (Sall et al., 2004). Anche nelle cellule ganglionari di topo è stato dimostrato che 
l’incremento dell’IGF-1 si correla ad un incremento del livello dell’mRNA del VEGF (Ruberte et 
al., 2004). 
Diverse condizioni patologiche sono in grado di alterare l’espressione dei fattori connessi 
all’angiogenesi e sono quindi in grado di modulare il processo della neoangiogenesi. L’alterazione 
dell’espressione dei fattori connessi all’angiogenesi si verifica, ad esempio, in condizioni d’ipossia. 
Infatti, è noto che la condizione d’ipossia che s’instaura, ad esempio, durante l’ischemia, determina 
un incremento dell’espressione dei fattori di crescita pro-angiogenici ed induce l’anomala 
proliferazione delle cellule endoteliali che vanno così a formare nuovi vasi, determinando danni 
della superficie retinica, con possibili gravi conseguenze quali, ad esempio, la compromissione del 
campo visivo ed il distacco della retina dalla parete interna dell’occhio (Boehm et al. 2001; Kvanta, 
2006; Zhang & Ma, 2006). Per quanto riguarda i meccanismi molecolari alla base dell’effetto 
dell’ischemia/ipossia sull’angiogenesi, è stato descritto, ad esempio, che l’espressione del VEGF 
nelle cellule endoteliali viene incrementata in condizioni d’ischemia/ipossia (Banai et al., 1994; 
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Blaauwgeers et al., 1999; Cao et al., 1996; Marti & Risau, 1998; Plate et al., 1992; Shweiki et al., 
1992). Ulteriori evidenze sul ruolo del VEGF nei meccanismi molecolari che mediano l’effetto 
dell’ipossia sull’angiogenesi provengono da recenti ricerche. In particolare, in un modello di 
retinopatia proliferativa nel ratto è stato osservato un incremento del livello del VEGF (Werdick et 
al., 2004). In aggiunta, nei topi C57/BL6, è stato osservato che sottoponendo gli animali a 
condizioni ipossiche viene promosso un notevole incremento del livello dell’mRNA del VEGF 
nella retina, che si accompagna ad un aumento della vascolarizzazione retinica (Kociok et al., 
2007). E’ stato dimostrato che anche l’espressione dei recettori del VEGF può variare in maniera 
dipendente dalla disponibilità di ossigeno. Ad esempio, l’incremento dell’espressione di VEGFR-2 
è stata osservata nei ratti in cui la retinopatia proliferativa è stata indotta esponendo gli animali a 
condizioni ipossiche (Robbins et al., 1998). Risultati simili sono stati ottenuti nelle cellule 
ganglionari isolate di coniglio, sottoposte a condizioni ipossiche (Noda et al., 2005). Molto meno 
numerose sono le evidenze di una regolazione del VEGFR-1 indotta dall’ipossia nella retina; 
tuttavia, in un modello murino in cui la neovascolarizazione retinica è stata indotta da condizioni 
ipossiche, sono stati descritti picchi di maggior espressione del VEGFR-1 (Denjeka et al., 2004), 
così come l’incremento dell’espressione del VEGFR-1 promosso dall’ipossia è stata dimostrata in 
un modello cellulare in vitro di periciti retinici di bovino (Nomura et al., 1995). Il ruolo dell’IGF-1 
nella neovascolarizzazione indotta dall’ipossia è ancora poco chiara. In diversi tessuti è stato infatti 
dimostrato che talvolta l’ipossia può non alterare il livello dell’IGF-1 (Leske et al., 2004; Chen & 
Smith, 2007; Trollmann et al., 2007). A tal proposito, infatti, nella retina di ratto è stato dimostrato 
che l’ipossia non induce variazioni del livello dell’mRNA dell’IGF-1 mentre è invece in grado di 
promuovere un incremento del livello dell’mRNA dell’IGF-1R (Averbukh et al., 1998). Evidenze 
simili sono state ottenute anche nel topo. In particolare, alcune ricerche riportano che il fenomeno 
della neovascolarizzazione può non essere associato ad alterazioni del livello dell’mRNA dell’IGF-
1 (Leske et al., 2004). Sebbene poco sia ancora noto sulla regolazione delle angiopoietine e dei loro 
recettori (Christensen et al., 2002), è stato tuttavia suggerito che il sistema Ang/Tie viene modultato 
da diversi fattori. In particolare, alcuni studi hanno sottolineato che l’espressione di Ang-1, Ang-2, 
Tie-2 e Tie-1 nelle cellule endoteliali è fortemente regolata in risposta ad una grande varietà di 
condizionamenti, tra cui la disponibilità di ossigeno tissutale (Christensen et al., 2002; Hayes et al., 
1999; Mandriota & Pepper, 1998; Mandriota et al., 2000; McCarthy et al., 1998; Oh et al., 1999). 
Attualmente, le strategie terapeutiche indirizzate a contrastare i fenomeni di 
neovascolarizzazione/neoangiogenesi si stanno focalizzando sull’identificazione di sostanze, 
recettori o di vie intracellulari, che potrebbero antagonizzare la proliferazione endoteliale indotta 
dall’ipossia e dal sistema dei fattori di crescita. La SRIF ed i suoi recettori sembrano oggi tra i più 
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promettenti bersagli farmacologici che potrebbero antagonizzare l’effetto dell’ipossia e dei fattori di 




2.5.5.  Modelli sperimentali di retinopatia proliferativa 
Per lo studio degli aspetti connessi al fenomeno della neoangiogenesi sono stati descritti diversi 
modelli sperimentali in vivo, in cui la retinopatia proliferativa viene indotta con diverse metodiche, 
tra cui metodiche fotodinamiche (Zhang et al., 2007) o metodiche che prevedono l’occlusione dei 
vasi retinici principali (Nagai et al., 2005; Neu et al., 2006; Tamura, 2001). Tuttavia, uno dei 
modelli più efficaci e comuni è un modello murino in vivo, nel quale la neovascolarizzazione viene 
indotta variando il livello di ossigeno presente nell’ambiente in cui vengono allevati gli animali. 
Durante lo sviluppo, infatti, la retina va in contro alla maturazione in risposta alla concentrazione 
locale di ossigeno. Mentre nell’uomo la rete vascolare retinica è solitamente completa alla nascita, 
nei roditori questo sviluppo avviene nella fase post-natale. In particolare, nei roditori, nella fase 
post-natale la rete vascolare primaria scompare rapidamente per venire sostituita da quella 
secondaria. Se in questa fase post-natale l’animale è sottoposto ad elevate concentrazioni di 
ossigeno, si verifica un obliterazione della rete vascolare primaria cosiscchè, non appena 
l’atmosfera viene riportata sperimentalmente a condizioni normossiche, si verfica un insufficienza 
di ossigeno disponibile per i tessuti poiché la rete vascolare risulta inadeguata. Da ciò consegue una 
locale condizione d’ischemia/ipossia che va a promuovere la neoangiogenesi (Kociok et al., 2007). 
In dettaglio, nel tipico modello di retinopatia indotta dall'ossigeno, i piccoli con le loro madri sono 
allevati in un’atmosfera ad elevata concentrazione di ossigeno (iperossia) fra il settimo (PD7) e il 
dodicesimo (PD12) giorno dalla nascita, in un’incubatrice. Le alte concentrazioni di ossigeno che 
l’animale inspira fanno si che nella retina dei neonati si verifichi una scomparsa dei capillari nella 
retina centrale, benché la retina periferica rimanga vascolarizzata. Da PD12 i neonati vengo riporati 
in atmosfera normale e, tra PD12 e PD17, essi svilupperanno una patologia retinica che mima la 
retinopatia proliferativa, con infatti un’acuta fase di rivascolarizzazione della porzione centrale 
avascolare della retina, associata ad una neovascolarizzazione al confine tra la zona centrale 
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2.6.  Il sistema somatostatinergico nella retina 
Molti studi hanno caratterizzato l’espressione e le azioni fisiologiche della SRIF e dei suoi recettori 
nella retina (Brecha, 2003; Thermos, 2003). In particolare, si ritiene che delle due isoforme della 
SRIF (SRIF-28 e SRIF-14), nella retina sia espressa solamente la SRIF-14 (Patel, 1999). Nella 
retina di uomo (Tornqvist & Ehinger, 1988), ratto, porcellino d’india (Spira et al., 1984; Tornqvist 
et al., 1982) e topo (Cristiani et al., 2002b), sono stati individuati somi cellulari contenenti SRIF 
nell’INL e/o nel GCL. In particolare, nell’uomo e nel topo, la SRIF-14 è stata individuata in una 
popolazione di cellule amacrine “wide-field”, distribuite in tutta la retina, e in una popolazione di 
cellule amacrine spiazzate (localizzate, cioè, nel GCL), le quali sono distribuite nella regione 
ventrale della retina. In aggiunta, la SRIF è stata individuata in processi che arborizzano 
estesamente nell’INL di tutte le regioni retiniche (Bagnoli et al., 2003; Brecha, 2003; Casini et al., 
2005; Helboe & Moller, 2000; Klisovic et al, 2001; Patel, 1999; Thermos, 2003). Tramite la tecnica 
RT-PCR condotta nella retina di uomo, topo e di altri mammiferi, sono stati individuati gli mRNA 
di tutti i cinque recettori della SRIF (Bagnoli et al., 2003; Brecha, 2003; Casini et al., 2005; Helboe 
& Moller, 2000; Klisovic et al, 2001; Patel, 1999; Thermos, 2003). Nell’uomo, nel ratto e nel topo, 
è stato dimostrato che uno dei recettori espressi con maggior abbondanza è il recettore sst2 (Bagnoli 
et al., 2003; Brecha, 2003; Casini et al., 2005; Helboe & Moller 2000; Klisovic et al, 2001; Patel, 
1999; Thermos, 2003). Studi di carattere immunoistochimico sono stati condotti in diverse specie 
ed è stato dimostrato che la distribuzione dei singoli recettori della SRIF è specie-specifica. Nel 
ratto e nel topo è stato osservato che il recettorore sst1 è espresso prevalentemente dalle cellule 
amacrine contenenti SRIF (Cristiani et al., 2002a; Dal Monte et al., 2003b; Helboe & Moller, 2000) 
dove si ritiene che esso possa funzionare come autorecettore per la regolazione del rilascio stesso 
della SRIF (Mastrodimou & Thermos, 2004; Thermos et al., 2006). Delle due isoforme del recettore 
sst2, nella retina di diverse specie, tra cui ratto, coniglio e topo, è stato localizzato per via 
immunoistochimica solo il recettore sst2A (Cristiani et al., 2002b; Fontanesi et al., 2000; Helboe & 
Moller, 2000; Johnson et al., 1998, 1999; Petrucci et al., 2001; Vasilaki et al., 2001) (Fig. 3B). 
Nella retina di topo, l’immunoreattività per il recettore sst2A è stata individuata nelle cellule 
bipolari dei bastoncelli, nelle cellule orizzontali, ed in cellule amacrine, incluse le cellule amacrine 
glicinergiche e quelle dopaminergiche (Cristiani et al., 2002b). Nella retina umana, il recettore sst1 
ed il recettore sst2A sono stati individuati per via immunoistochimica in tutti gli strati retinici e 
nelle cellule endoteliali dei vasi sanguigni (Klisovic et al., 2001; van Hagen et al., 2000). Dati 
relativi all’immunolocalizzazione del recettore sst3 nella retina non sono disponibili; tuttavia, 
l’mRNA del recettore sst3 è stato individuato nella retina di uomo (Klisovic et al., 2001; van Hagen 
et al., 2000), di ratto (Mori et al., 1997) e di topo (Cristiani et al., 2002b). Il recettore sst4 è stato 
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identificato per via immunoistochimica nel topo, in particolare nelle cellule ganglionari a 
distribuzione sparsa (Cristiani et al., 2002b), mentre per quel che riguarda il recettore sst5 i dati 
sono ancora contrastanti (Vasilaki et al., 2002), sebbene molto recentemente nel ratto sia stata 
osservata per via immunocitochimica la localizzazione del recettore sst5 nelle cellule amacrine e 
nell’IPL (Ke & Zhong, 2007). 
I dati raccolti nell’ultima decade dimostrano che la SRIF, agendo attraverso i suoi sottotipi 
recettoriali, esercita effetti modulatori su molte funzioni cellulari/neuronali, e si ritiene che ciò sia 
conseguenza in parte dell’ampia distribuzione del sistema somatostatinergico ed in parte della 
varietà dei meccanismi di segnalazione attivati dai recettori della SRIF (Cervia & Bagnoli, 2007). 
Infatti, l’attivazione dei recettori della SRIF può modulare differenti molecole, tra cui 
adenilatociclasi, guanilatociclasi, fosfolipasi C, fosfolipasi A2, ossido nitrico, MAP chinasi, canali 
K+ e Ca2+, lo scambiatore Na+/H+, fosfatasi, , etc..(Cervia et al., 2005; Cervia & Bagnoli, 2007). 
Nella retina, la SRIF modula la risposta neuronale ed il rilascio dei neurotrasmettitori. Ad esempio, 
è stato dimostrato che attraverso la regolazione dei canali ionici K+, Ca2+ e dell’attività 
dell’adenilato ciclasi, la SRIF influenza la funzione delle cellule retiniche ed il rilascio di diversi 
neurotrasmettitori, tra cui il glutammato. E’ noto che il glutammato viene rilasciato continuamente a 
livello delle sinapsi dei fotorecettori e cellule bipolari (Dal Monte 2003a; Morgans, 2000) ed è 
inoltre noto che la trasmissione glutammatergica è influenzata da numerose sostanze neuroattive 
(Ayoub & Matthews, 1992; Dal Monte, 2003a; Gillette & Dacheux, 1995; Hayar & Guyenet, 1998). 
In espianti di retina di topo, è stato osservato che sia la SRIF che l’agonista del recettore sst2, 
octrotide, riducono il rilascio di glutammato indotto da K+ senza influenzare il livello basale, il tutto 
in un tempo inferiore a quello che è stato descritto essere necessario per internalizzare il recettore 
sst2 (Csaba et al., 2001; Dal monte 2003a). Questo dato è compatibile con quanto osservato tramite 
lo studio al microscopio confocale della dinamica del Ca2+ intracellulare. Tramite tale tecnica, 
infatti è stato osservato che nelle cellule bipolari dei bastoncelli isolate dalla retina di topo, sia la 
SRIF che l’octreotide contrastano l’incremento della concentrazione di Ca2+ intracellulare stimolata 
da K+ (Casini et al., 2005). In aggiunta, mentre nelle retine con delezione del recettore sst2 sia la 
SRIF che l’octreotide non alterano il rilascio di glutammato (Dal Monte et al., 2003a,b), nelle retine 
in cui si ha un’incremento dell’espressione del recettore sst2 (come in quelle di topi knock out per il 
recettore sst1) si ha invece una maggiore inibizione del rilascio di glutammato indotto da K+ 
(Bigiani et al., 2004). Tutte queste osservazioni hanno suggerito, quindi, che nella retina la SRIF 
inibisce il rilascio di glutammato mediante il recettore sst2 (Bigiani et al., 2004; Dal Monte et al., 
2003a,b). 
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2.6.1.  Azione neuroprotettiva del sistema somatostatinergico 
Tra i bersagli farmacologici potenzialmente utili a contrastare i deficit retinici conseguenti 
all’ischemia, il sistema della SRIF è attualmente oggetto di un’intensa investigazione. Diversi studi 
sulla retina hanno infatti prodotto evidenze sul fatto che la SRIF puo’ agire come agente 
neuroprotettivo durante l’ischemia; inoltre, sono state riportate evidenze sul fatto che l’azione neu 
roprotettiva indotta dalla SRIF viene mediata dal recettore sst2. Più dettagliatamente, le ricerche 
hanno dimostrato che l’octreotide protegge contro il danno indotto dalla riperfusione ischemica 
nella retina del porcellino d’india (Celiker & Ilhan, 2002) e che agonisti del recettore sst2 attenuano 
la morte neuronale in espianti retinici di ratto sottoposti ad ischemia (Mastrodimou et al., 2005). 
Analisi immunoistochimiche hanno permesso d’identificare alcune popolazioni cellulari retinche 
che sono protette in seguito all’attivazione del recettore sst2 durante l’ischemia. In particolare, è 
stato osservato che in espianti retinici di ratto sottoposti ad ischemia, gli agonisti del recettore sst2 
prevengono, almeno in parte, la perdita di popolazioni di amacrine contenenti ossido nitrico sintasi, 
colina acetiltransferasi, tirosina idrossilasi e le cellule bipolari dei bastoncelli (Mastrodimou et al., 
2005). Tuttavia, per quanto riguarda l’ischemia retinica, sono ancora poco noti i seguenti aspetti: I) 
se e come l’espressione del recettore sst2 influenza la sopravvivenza neuronale, II) le prove che gli 
effetti neuroprotettivi sono modulati direttamente dal recettore sst2; III) la modulazione dell’effetto 
neuroprotettivo mediato dal recettore sst2 in altre specie animali, diverse da quelle note, come ad 
esempio il topo, IV) i meccanismi molecolari alla base degli effetti neuroprotettivi mediati dal 
sistema somatostainergico, con particolare attenzione alla correlazione tra l’effetto neuroprottettivo 
ed il rilascio di glutammato. Infatti, molti fattori possono concorrere alla suscettibilità dei neuroni 
all’ischemia, come ad esempio la perdita della capacità d’inattivare i radicali liberi, una 
modificazione eccessiva del valore del pH extracellulare, la riduzione dell’attività della ossido 
nitrico sintasi (Osborne et al., 2004). E’ generalmente accettato, inoltre, che un fenomeno 
importante alla base della morte neuronale indotta dall’ischemia è rappresentato dall’eccessivo e 
protratto incremento del rilascio di glutammato, che può determinare l’incremento della 
concentrazione di Ca2+ citosolico e la compromissione del metabolismo cellulare (Orrenius et al., 
2003; Osborne et al., 1999; Osborne et al., 2004). Riguardo l’effetto neuroprotettivo indotto dalla 
SRIF mediante il recettore sst2, si ritiene che il recettore sst2 possa agire attraverso la modulazione 
presinaptica della conduttanza al K+ ed al Ca2+. Questa azione condurrebbe all’iperpolarizzazione 
della cellula presinaptica, alla riduzione della concentrazione di Ca2+ intracellulare e da una serie di 
effetti, tra cui l’inibizione del rilascio di glutammato. Il recettore sst2 può anche modulare per via 
post-sinaptica i canali K+ e Ca2+ voltaggio-dipendenti (Akopian et al., 2000; Forloni et al., 1997; 
Johnson et al., 2001; Krizaj & Copenhagen, 2000). Altri meccanismi potrebbero partecipare 
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all’effetto neuroprotettivo della SRIF nell’ischemia retinica, come ad esempio la regolazione 
mediata dal recettore sst2 sull’ossido nitrico, il quale è un importante mediatore nella patogenesi del 
danno ischemico nella retina (Osborne et al., 2004). Tuttavia, nella retina del porcellino d’india, gli 
analoghi della SRIF non sembrano influenzare l’attività dell’ossido nitrico sintasi, che viene ridotta 




2.6.2.  Azione antiangiogenica del sistema somatostatinergico 
Lo studio del sistema somatostatinergico come bersaglio per terapie che antagonizzino la 
neoangiogenesi sta avendo un sempre maggior interesse. E’ stato dimostrato che attraverso 
l’attivazione dei recettori della SRIF, ed in particolare attraverso l’attivazione del recettore sst2, può 
essere inibita la proliferazione cellulare (Bruns et al., 2000; Buscail et al., 1995; Danesi et al., 
1997). Con particolare riferimento alle cellule endoteliali, è stato osservato che analoghi della SRIF 
con un’elevata affinità per il recettore sst2, come ad esempio l’octreotide, antagonizzano la 
proliferazione delle cellule endoteliali umane (HUV-EC-C) in vitro, mentre la somministrazione per 
via topica nel ratto in vivo ha inibito la neovascolarizzazione della cornea indotta da fattori pro-
angiogenici (Danesi et al., 1997). Nelle cellule endoteliali retiniche bovine, è stato visto che agonisti 
del recettore sst2, come l’octreotide ed il BIM23027, sono in grado di ridurre la proliferazione 
indotta dall’ipossia in presenza di livelli elevati del VEGF o dell’IGF-1 (Baldysiak-Figiel et al., 
2004). Inoltre, l’octreotide ha mostrato potenti effetti inibitori sulla neoangiogenesi in diversi 
modelli di retinopatie proliferative (Dasgupta, 2004; Higgins et al., 2002). Diverse osservazioni 
suggeriscono che la presenza e l’attivazione del recettore sst2 può mediare l’inibizione di fattori 
proangiogenici, come ad esempio il VEGF, ed inibire la proliferazione cellulare. E’ stato ad 
esempio visto che la transfezione del recettore sst2 nelle cellule tumorali dei pazienti affetti da 
tumore al pancreas, o nelle cellule tumorali pancreatiche in vitro, si può indurre una forte inibizione 
della progressione del tumore parallelamente alla riduzione della densità microvascolare e 
dell’espressione del VEGF rispetto ai controlli in assenza del recettore sst2, mentre, impedendo la 
produzione di SRIF mediante RNA interference, viene completamente abolito l’effetto inibitorio 
sull’espressione di VEGF e sull’angiogenesi tumorale (Carrere et al., 2005; Kumar et al., 2004). 
Diversi studi hanno dimostrato che la SRIF e l’octreotide sono in grado d’inibire l’espressione 
dell’IGF-1. Ad esempio, è stata osservata un inibizione dose-dipendente dell’mRNA e della 
proteina IGF-1 negli epatociti di ratto in seguito a somministrazione di octreotide (Murray et al., 
2004). Nei pazienti in cui si ha una cronica sovraproduzione dell’IGF-1, l’impiego di analoghi 
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farmacologici della SRIF, tra cui l’octreotide, può rappresentare un potenziale aiuto nel contrastare 
lo sviluppo della neoangiogenesi poiché tali farmaci sono risultati in grado di promuovere una 
riduzione sistemica e locale dell’IGF-1, e dell’effetto neoangiogenico (Lang, 2004). In aggiunta, 
nelle cellule dell’epitelio pigmentato retinico, l’octreotide inibisce l’induzione del VEGF stimolata 
dall’azione dell’IGF-1 sull’IGF1-R (Sall et al., 2004) ed è in grado di ritardare la progressione della 
retinopatia in pazienti diabetici in cui la fotocoagulazione non è stata efficace (Grant & Caballero, 
2005). I dati sull’IGF-1 suggeriscono, quindi, che uno dei meccanismi attraverso cui la SRIF ed 
alcuni suoi analoghi potrebbero inibire la proliferazione vascolare è la riduzione del livello 
dell’IGF-1 mediata dal recettore sst2. Per quanto riguarda la modulazione mediata dal sistema 
somatostatinergico sul complesso Ang/Tie, non è ancora nota alcuna informazione. In definitiva, 
nonostante il crescente uso degli analoghi della SRIF come agenti antiangiogenici, il ruolo ed i 
meccanismi attraverso cui il sistema somatostatinergico, ed in particolare il recettore sst2, inibisce 
la neoangiogenesi non sono ancora completamente delineati. Maggiori evidenze sul ruolo chiave 
del recettore sst2 nell’inibizione della proliferazione vascolare e maggiori informazi sui meccanismi 
coinvolti, possono essere ottenute investigando se e come l’espressione del recettore sst2 influenza 




2.7.  Topi transgenici con alterazioni del sistema somatostatinergico 
Sono stati generati topi transgenici nei quali l’espressione della SRIF, del recettore sst2 o sst1 è 
assente (Allen et al., 2003; Kreienkamp et al., 1999; Zheng et al., 1997). Nelle retine di questi topi 
sono state descritte importanti alterazioni del sistema somatostatinergico. In particolare, nelle retine 
di topi che hanno la delezione (“knock out”, KO) del gene per la SRIF, gli mRNA dei recettori 
somatostatinergici sono espressi a livelli più elevati rispetto alle retine dei topi normali (“wild 
type”, WT), con la sola eccezione dell’mRNA per il recettore sst4. Ciò suggerisce che la SRIF 
potrebbe giocare un ruolo centrale nei meccanismi che regolano l’espressione dei suoi sottotipi 
recettoriali nella retina (Casini et al., 2005). Le retine di topi sst2KO sono caratterizzate da una 
riduzione dell’mRNA e del contenuto di SRIF, mentre le retine degli sst1KO mostrano un aumento 
del livello di SRIF il cui mRNA, invece, non mostra variazioni. Inoltre, è stato osservato che 
l’espressione del recettore sst2 e quella del recettore sst1 si compensano vicendevolmente. Infatti, 
nella retina di topi sst2KO si osserva un aumento del livello dell’mRNA e della proteina del 
recettore sst1, mentre nei topi sst1KO aumenta il livello dell’mRNA e della proteina del recettore 
sst2 (Casini et al., 2004; 2005; Dal Monte et al., 2003b; Pavan et al., 2004). Oltre ad una variazione 
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del livello del recettore sst2, la delezione genica del recettore sst1 è accompagnata anche da un 




2.8.  La regolazione dei recettori accoppiati alle proteine G: 
desensitizzazione/internalizzazione 
Il gruppo dei recettori transmembrana accoppiati alle proteine G (GPCRs), a cui appartengono 
anche i recettori della SRIF (Casini et al., 2005; Moller et al., 2003), rappresenta uno dei gruppi di 
proteine più diversificati coinvolti nelle vie di segnalazione in tutti i tessuti, compreso il cervello e 
la retina. La grande importanza del gruppo dei GPCRs è data dal fatto che essi convogliano alla 
cellula le informazioni portate da un’ampia gamma di ligandi, tra cui neurotrasmettitori, ormoni, 
chemochine, peptidi in genere e neuropeptidi. La trasduzione del segnale mediata dai GPCRs viene 
finemente regolata al fine di prevenire la sovrastimolazione, di porre termine ai segnali intracellulari 
e per rendere nuovamente disponibile il recettore ad uno stimolo successivo (Jean-Baptiste et al., 
2005; Sallese et al., 2000). In particolare, oltre alla nota cascata di eventi intracellulari indotta dal 
legame dei GPCRs con il proprio specifico ligando, il legame con il ligando può innescare un 
processo a feedback indicato con il termine di desensitizzazione (Lombardi et al., 2004; Métayé et 
al., 2005). La desensitizzazione dei GPCRs è definita come la riduzione o l’assenza dei segnali 
attivati dal recettore (Liu et al., 2007; Sallese et al., 2000). La desensitizzazione dei GPCRs 
promossa dal proprio agonista viene indicata come desensitizzazione omologa, ed è noto che può 
avvenire con molta rapidità. Un ulteriore stimolazione da parte dell’agonista può promuovere 
l’accoppiamento tra il recettore e le molecole implicate nei meccanismi di endocitosi causando 
l’internalizzazione del recettore stesso, con conseguente riduzione del numero di recettori 
disponibili per un ulteriore legame con il ligando (Jean-baptiste et al., 2005; Liu et al., 2007). Per 
acluni recettori GPCRs, la desensitizzazione richiede che si verifichino necessariamente e 
contemporaneamente sia la riduzione dell’efficacia dell’accoppiamento che l’endocitosi; per altri, al 
contrario, i due meccanismi possono verificarsi indipendentemente l’uno dall’altro, come ad 
esempio è il caso del recettore sst2A (Liu et al., 2007 ). E’ormai certo che molti sono i processi 
cellulari regolati dai recettori GPCRs, sia in condizioni fisiologiche che patologiche. Il fenomeno 
della desensitizizazione dei GPCRs è coinvolto, ad esempio, nell’ischemia/ipossia. Per questi 
motivi, lo studio delle molecole e dei meccanismi che regolano la sensitività dei GPCRs inizia ad 
essere sempre più considerato fondamentale per comprendere la genesi e la progressione di molte 
malattie e per individuare strategie terapeutiche volte a contrastarne molti stati patologici (per 
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referenze vedi Lombardi et al., 2004). Ad oggi non sono ancora completamente noti i meccanismi e 
le molecole coinvolte nel processo di desensitizzazione dei GPCRs; tuttavia, diverse ricerche hanno 
dimostrato l’importanza del coinvolgimento di due tipi di molecole: le chinasi dei GPCRs (GRKs) e 
le molecole regolatrici delle proteine G (RGSs); si tratta di enzimi in grado di disattivare i GPCRs e 
le proteine G, rispettivamente (Krispel et al., 2006; Larminie et al., 2004; Mètayè et al., 2005; Ribas 
et al:, 2007). Diverse ricerche suggeriscono che gli eventi molecolari alla base della 
desensitizzazione dei GPCRs indotta dal ligando iniziano, generalmente, con la fosforilazione dei 




2.8.1.  Le GRKs 
In generale, lo studio dei meccanismi coinvolti nella desensitizzazione dei GPCRs, ed in particolare 
lo studio delle GRKs (chinasi regolatrici dei recettori accoppiati alle proteine G), ha visto un forte 
impegno della ricerca solamente negli ultimi anni, percui, la comprensione della specificità 
dell’azione delle GRKs per i vari tessuti e per i vari GPCRs è ancora lontana dall’essere pienamente 
compresa. Tuttavia, recentemente molte informazioni stanno emergendo. E’ ormai noto, infatti, che 
le GRKs sono una famiglia di proteine ad attività serina/treonina-chinasica in grado di fosforilare i 
recettori GPCRs (Ribas et al., 2007). Ad oggi sono stati descritti sette geni che codificano per le 
GRK1-7 (60-80 kDa). Le GRKs hanno una struttura simile tra loro, con un dominio N-terminale di 
circa 185 amminoacidi, un dominio catalitico di circa 270 amminoacidi ed un dominio C-terminale 
di circa 105-230 amminoacidi (Métayé et al., 2005). Si ritiene che i GPCRs fosforilati dalle GRKs 
aumentino la loro affinità per una particolare proteina citosolica appartenente alla famiglia delle β-
arrestine, sebbene non ancora ben caratterizzata. Il complesso GPCR-“arrestina” impedirebbe 
l’ulteriore accoppiamento tra il recettore e le vie dei segnali intracellulari da essi regolate (Fig. 5) 
(Lombardi et al., 2004; Métayé et al., 2005). Inoltre, si ritiene che sia il legame della β-arrestina con 
il GPCR a poter promuovere l’accoppiamento del recettore fosforilato con le componenti cellulari 
coinvolte nel meccanismo d’internalizzazione del recettore (Jean-baptiste et al., 2005; Liu et al., 
2007). Successivamente all’internalizzazione può avvenire la risensitizzazione dei GPCRs. 
All’interno di vescicole endosomiali, infatti, il complesso GPCR-“arrestina” può venire fosforilato 
da parte di specifiche fosfatasi ed essere di seguito riciclato sul plasmalemma. In alternativa si può 
verficare la definitiva distruzione e la nuova sintesi dei GPCRs (Fig. 5) (Jean baptiste et al., 2005; 
Lombardi et al., 2004; Métayé et al., 2005).  
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Fig. 5 
Rappresentazione schematica del meccanismo di desensitizzazione omologa e dell’internalizzazione 
dei recettori accoppiati alle proteine G 
I recettori accoppiati alle proteine G (GPCRs) consistono di sette domini transmembrana, di tre anelli 
extracellulari, di tre anelli citoplasmatici, di una porzione N-terminale extracellulare e di una C-terminale 
citoplasmatica. Nello stato inattivato i GPCRs sono debolmente associati con proteine G eterotrimeriche 
costituite da tre subunità, Gα, Gβ, Gγ. L’attivazione e l’inattivazione dei GPCRs avviene come indicato di 
seguito: 1) Il legame con il ligando produce un cambiamento conformazionale nel recettore, che è di seguito 
transdotto alla proteina G eterotrimerica inattiva. Questa interazione induce lo scambio del GDP per il GTP 
sulla subunità Gα, e la conseguente dissociazione della proteina G in due costituenti, Gα e Gβγ. Le proteine 
G sono così attivate, e risultano così in grado di attivare o d’inibire gli effettori della via intracellulare regolata 
dal GPCR. 2) Il recettore attivato è riconosciuto e fosforilato da una chinasi dei recettori associati alle 
proteine G (GRKs). Il recettore fosforilato recluta una molecola appartenente alla famiglia delle β-arrestine 
che impedisce l’ulteriore accoppiamento tra il GPCR e la specifica proteina G. 4) Allorché la stimolazione 
indotta dal ligando diventa intensa e protratta, il legame del recettore GPCR fosforilato con la β-arrestina 
promuove l’associazione con molecole coinvolte nei meccanismi di endocitosi che induce l’internalizzazione 
del recettore stesso. Il recettore internalizzazato può 5) essere degradato dai lisosomi oppure 6) essere 
defosforilato da specifiche fosfatasi all’interno delle vescicole endocitotiche per poi venire riciclato sulla 
superficie cellulare dove può di nuovo tornare disponibile per il legame con il suo specifico ligando. La 
deattivazione dei segnali mediati dalle proteine G può avvenire atraverso l’attività GTP-asica della subunità 
Gα che determina lo scambio del GTP per il GDP, e la conseguente riassociazione della proteina G 
eterotrimerica. La famiglia delle proteine RGS regola la deattivazione della subunità Gα essenzialmente 
incrementando il tasso d’idrolisi del GTP, favorendo, quindi, la riassociazione della proteina G eterotrimerica 
(tratto da Jean-baptiste et al., 2006). 
 
 39
                                                     Tesi di Dottorato              
La distribuzione delle GRKs è molto diversificata in funzione del tessuto e della specie considerata 
ma, tuttavia, è ancora poco nota. Nei mammiferi le GRK1, 4 e 7 sono state osservate quasi 
esclusivamente in uno o pochi organi mentre, al contrario, le GRK2, 3, 5 e 6, hanno mostrato una 
distribuzione nei tessuti più ampia (Métayé et al., 2005). Tra le GRKs espresse nella retina di 
mammifero, tra cui l’uomo ed il topo (Krispel et al., 2006; Liu et al., 2005; Lyubarsky et al., 2000; 
Weiss et al., 2001; Zhao et al., 1998) la GRK1 ha dimostrato il suo coinvolgimento nei meccanismi 
di desensitizzazione. Le GRKs possono rivestire una grande importanza in numerose patologie. Ad 
esempio, nell’uomo è stato dimostrato che mutazioni genetiche a carico dei geni che codificano per 
le GRK1, sono riscontrabili in pazienti affetti da ipertensione, da problemi nello sviluppo e nella 
funzionalità cardiaca ed in pazienti affetti dal morbo di Oguchi (una patologia retinica caratterizzata 
da un prolungato adattamento al buio e da un’anormale sensibilità alla luce) (Métayé et al., 2005). 
Inoltre, la variazione dell’espressione di diverse GRKs è associata a diverse patologie tra cui tumori 
dell’ovario e della tiroide, suggerendo l’importanza dell’espressione delle GRKs nei meccanismi 
che regolano la proliferazione cellulare (Métayé et al., 2005). Il livello intracellulare delle GRKs 
determina l’abilità di un dato recettore di desensitizzare; in aggiunta, è stato dimostrato che sono 
sufficienti modeste variazioni dell’espressione delle GRKs per alterare il processo di 
desensitizzazione (Menard et al., 1997). In precedenza si riteneva che l’attività delle GRKs fosse 
implicata in meccanismi di regolazione ad azione esclusivamente protettiva; tuttavia, in certe 
situazioni, è stato poi dimostrato che esse possono agire favorendo l’instaurarsi e la progressione 
della condizione patologica. Ad esempio, in patologie cardiache nell’uomo, è stato osservato che un 
incremento dell’attività della GRK2 conduce alla perdita dei segnali fondamentali per una corretta 
funzionalità cardiaca e che invece il blocco o l’azione antagonizzatrice per via farmacologia sulle 
GRK2 risulta benefico (Métayé et al., 2005). La sovraespressione di alcune GRKs è stata vista 
nell’ipertensione (Gros et al., 1997), nell’infarto (Ungerer et al., 1997), ed in modelli sperimentali 
d’ipertrofia cardiaca (Rockman et al., 1998). Nell’uomo attualmente si conoscono circa 1000 
GPCRs codificati dal genoma e solamente sette sono le GRKs individuate sino ad ora. Ciò significa 
che diversi GPCRs sono regolati dalla medesima GRK, percui la comprensione della specificità 
dell’azione delle GRKs per i vari tessuti e per i vari GPCRs è ancora lontana dall’essere compresa 
(Métayé et al., 2005). In aggiunta, molto recentemente è stato osservato che le GRKs sono in grado 
di modulare non solo l’attività dei GPCRs attivati, ma anche quella di altri tipi di recettori, 
ampliando lo spettro delle risposte biologiche in cui le GRKs sono coinvolte (Ribas et al., 2007). 
L’individuazione di molecole in grado di modulare l’attività e l’espressione delle GRKs (e di 
modelli modelli sperimentali in cui questa modulazione può essere osservata), possono essere 
particolarmente utili per fornire indicazioni sui meccanismi della 
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desensitizzazione/internalizzazione e potrebbero inoltre indicare nuove vie per l’individuazione di 
strategie terapeutiche utili a contrastare lo sviluppo e la progressione di diversi stati patologici 




2.8.2.  Le RGSs 
Le RGSs (molecole regolatrici delle proteine G), agiscono invece a livello della proteina G. Le 
RGSs agiscono come proteine ad attività GTP-asica andando a modificare il turn-over delle 
subunità alfa delle proteine G, le quali in forma attivata sono nello stato legato al GTP (Fig. 5). Nei 
mammiferi, tra cui il topo, sono stati identificati 21 geni per le RGSs. E’ noto che la distribuzione 
delle RGSs è molto variabile in funzione del tessuto e della specie considerata ed è ancora lontana 
da essere perfettamente caratterizzata (Hollinger & Helper, 2002; Ribas et al., 2007; Sierra et al., 
2002). Tra le diverse RGSs, la RGS1 è stata descritta in diversi tessuti, tra cui il sistema nerovoso 
(Grafstein-Dunn et al., 2001; Larminie et al., 2004; Moratz et al., 2004), sebbene ancora non sia 
stata identificata nella retina. E’ stato dimostrato l’attività delle RGSs nel sistema nervoso influenza 
un vasto numero di risposte fisiologiche. Inoltre, recentemente sono state fornite evidenze sul fatto 
che alterazioni a carico dei geni per le RGSs hanno un ruolo molto importante in diversi stati 
patologici, come ad esempio nella schizofrenia, nell’ansietà e nella modulazione del dolore 
(Larminie et al., 2004), ed è stato suggerito che l’espressione delle RGSs nel sistema nervoso 
centrale può essere influenzata da diverse condizioni, come ad esempio l’ischemia (Chen et al., 




2.9.  La desensitizzazione/internalizzazione del recettore sst2 
Uno studio condotto su cellule d’ippocampo di ratto in coltura ha indicato che la prolungata 
attivazione dei recettori somatostatinergici mediante la SRIF promuove la desensitizzazione degli 
effetti (inibitori) indotti dalla stessa SRIF sull’eccitabilità neuronale (Young Shim et al., 2006). Il 
recettore sst2 è un recettore appartenente alla famiglia dei GPCRs che può pertanto essere soggetto 
al fenomeno della desensitizzazione e/o internalizzazione in una vasta tipologia di cellule. Ad 
esempio, tramite tecniche d’imaging condotte su tessuti tumorali di alcuni pazienti, è stato osservato 
che il processo di desensitizzazione del recettore sst2 si può presentare in seguito ad una cronica 
somministrazione di octreotide (Gunn et al:, 2006). Nel sistema nervoso centrale è stato osservato 
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che la somatostatina ed i suoi agonisti, tra cui l’octreotide, stimolano la fosforilazione del recettore 
sst2A nel giro di pochi minuti. In aggiunta, è stato osservato che la cinetica della fosforilazione 
dose-dipendendte del recettore sst2A mediata dagli agonisti si correla in maniera molto diretta con 
la progressione della desensitizzazione e dell’internalizzazione (Liu et al., 2007). La fosforilazione 
del recettore sst2A indotta dai suoi agonisti è possibile esclusivamente in due domini recettoriali: 
nel dominio C-terminale e nel terzo anello intracellulare. La fosforilazione può avvenire sui residui 
di serina o treonina. In un recente lavoro condotto su cellule CHO-K1, è stato dimostrato che il 
processo di desensitizzazione del recettore sst2A richiede una fosforilazione a livello dei residui di 
treonina e serina, localizzati nel terzo anello intracellulare (Liu et al., 2007). Sebbene il recettore 
sst2A possa venire fosforilato potenzialmente da diversi enzimi cellulari, come ad esempio la 
proteina chinasi C, è stato tuttavia suggerito che la fosforilazione del recettore sst2A indotta dagli 
agonisti può venire catalizzata dalle GRKs. In accordo con l’intervento delle GRKs nel processo di 
desensitizzazione del recettore sst2, è stato visto che il trattamento con la SRIF conduce al 
reclutamento delle arrestine sul recettore sst2A (Liu et al., 2007). Diversamente, sebbene siano state 
riportate le evidenze del fatto che l’espressione delle RGSs ha un ruolo importante nel processo di 
desensitizzazione dei recettori transmembrana accoppiati alle proteine G, sia in condizioni 
fisiologiche che in condizioni patologiche (Chen et al., 2006; Larminie et al., 2007; Ribas et al., 
2007; Shelat et al., 2006), attualmente molto scarse sono le informazioni note circa il 
coinvolgimento delle RGSs nella desensitizzazione del recettore sst2. Tuttavia, è stato suggerito che 




3.  SCOPO DELLA TESI 
Diverse patologie retiniche, come ad esempio il glaucoma e la retinopatia diabetica, hanno come 
conseguenza l’insorgenza dell’ischemia retinica. E’ noto che l’ischemia/ipossia può condurre alla 
morte neuronale per apoptosi e promuovere la neoangiogenesi. Diversi sistemi peptidergici sono 
attualmente considerati e studiati come potenziali bersagli di terapie in grado di avere effetti 
neuroprotettivi e/o antiangiogenici. A tale scopo, uno dei sistemi peptidergici più promettenti e 
maggiormente studiati è il sistema somatostatinergico. 
Per quanto riguarda la capacità di promuovere una neuroprotezione, numerose evidenze 
sperimentali suggeriscono un’efficace azione della SRIF e di alcuni suoi analoghi stabili mediata, in 
particolar modo, dal recettore sst2. Tuttavia, non è noto se e come l’espressione del recettore sst2 
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modula questi effetti, né sono completamente caratterizzati i meccanismi attraverso cui il recettore 
sst2 potrebbe modulare questi effetti. Per ottenere informazioni utili su tali aspetti ancora poco 
chiari, in questo nostro lavoro abbiamo voluto: 
I) Stabilire un modello in vitro d’ischemia nella retina di topo. Fino al nostro lavoro, infatti, 
nessun modello d’ischemia retinica in vitro è stato mai prodotto nel topo. Tramite l’impiego di un 
modello sperimentale nel topo, è possibile utilizzare animali transgenici con alterata espressione del 
recettore sst2. In questo modello d’ischemia retinica abbiamo voluto A) documentare l’eventuale 
presenza di marker del processo apoptotico. Numerose evidenze dimostrano, infatti, che l’ischemia 
retinica induce la morte neuronale per apoptosi, B) caratterizzare la morte cellulare in ciascuno 
strato della struttura retinica ed in specifiche popolazioni neuronali retiniche individuate per via 
immunoistochimica, C) correlare il danno ischemico con il rilascio di glutammato. E’ stato 
dimostrato, infatti, che uno dei meccanismi principali che conducono alla morte neuronale in 
condizioni d’ischemia è l’eccessivo rilascio di glutammato. 
II) Studiare le conseguenze del trattamento ischemico sulla morte neuronale e sul rilascio di 
glutammato nelle retine che sovraesprimono il recettore sst2 (come nelle retine sst1KO) e 
nelle retine prive del recettore sst2 (come nelle retine sst2KO). Questo approccio si rende utile al 
fine di verificare se la sovraespressione cronica del recettore sst2 si correla ad un’eventuale 
riduzione del danno ischemico e ad una riduzione del rilascio di glutammato e, al contrario, se 
l’assenza del recettore sst2 si correla ad un aumento del danno ischemico e ad un incremento del 
rilascio di glutammato. E’ noto, infatti, che la SRIF, tramite il recettore sst2, può inibire il rilascio 
di glutammato extracellulare nella retina; tuttavia, sino al nostro lavoro, non era stato ancora ben 
caratterizzato in che modo l’azione neuroprotettiva mediata dal sistema somatostatinergico si 
correla al rilascio di glutammato promosso dall’ischemia retinica. Tramite la tecnica 
immunoistochimica vengono inoltre studiate le specifiche popolazioni neuronali eventualmente 
protette dalla sovraespressione/sovrafunzionalità del recettore sst2. 
III) Abbiamo voluto studiare l’effetto sulla morte neuronale e/o sul rilascio di glutammato 
indotti dalla somministrazione della SRIF-14 o di alcuni importanti analoghi farmacologici 
stabili della SRIF, tra cui agonisti, come l’octreotide (per il recettore sst2) e la pasireotide (per 
i recettori sst1, 2, 3, 5), oppure l’antagonista del recettore sst2, il cianamide. Con questo tipo di 
studio si ottengono ulteriori informazioni circa la potenziale utilità degli analoghi della SRIF per lo 
sviluppo di future strategie terapeutiche volte a contrastare la morte neuronale indotta dall’ischemia 
nella retina. Inoltre, l’utilizzo dell’agonista e dell’antagonista del recettore sst2 consente di trarre 
maggiori indicazioni sul diretto coinvolgimento del recettore sst2 nella modulazione degli effetti 
dell’ischemia, e sui meccanismi coinvolti. 
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IV) Studiare il processo desensitizzazione/internalizzazione del recettore sst2 in risposta 
all’ischemia ed in seguito alla sua attivazione farmacologica con l’octreotide. Tale studio viene 
condotto nelle retine WT e nelle retine con sovraespressione e sovrafunzionalità del recettore 
sst2. E’ noto che il recettore sst2 può andare in contro al processo di 
desensitizzazione/internalizzazione quando intensamente stimolato dai suoi agonisti. Per tali motivi 
abbiamo voluto studiare la presenza o meno di indizi di un’eventuale meccanismo 
d’internalizzazione/desensitizzazione nell’effetto indotto dal trattamento farmacologico nelle retine 
ischemiche WT ed sst1KO. Per tale motivo, tramite RT-PCR e Real-Time RT-PCR, in questo 
lavoro studiamo l’espressione di molecole coinvolte nel processo di desensitizzazione (nello 
specifico GRK1 ed RGS1) nelle retine WT ed sst1KO, in presenza od in assenza di trattamento 
farmacologico con l’octreotide, correlando i risultati con l’effetto sulla sopravvivenza neuronale e 
sul rilascio di glutammato indotti dall’octreotide. In aggiunta, lo studio dell’espressione della GRK1 
e della RGS1 nella retina aggiunge ulteriori informazioni sulla distribuzione delle GRKs e delle 
RGS ad oggi ancora poco chiara. Tramite un approccio immunoistochimico mediante l’utilizzo di 
un anticorpo diretto contro il recettore sst2 viene studiata, infine, la presenza o meno del fenomeno 
dell’internalizzazione del recettore sst2. 
Per quanto riguarda il fenomeno della neonagiogenesi conseguente alla condizione 
d’ischemia/ipossia che accompagna diverse malattie, la ricerca è volta ad individuare strategie 
terapeutiche in grado d’inibire i meccanismi molecolari che promuovono il fenomeno della 
neoangiogenesi. Evidenze sperimentali suggeriscono che la SRIF ed alcuni suoi analoghi stabili, 
tramite il recettore sst2 possono esplicare un’azione anti-angiogenica. Tuttavia, non è noto se e 
come l’espressione del recettore sst2 modula i suoi effetti anti-angiogenici, né sono stati chiariti i 
meccanismi attraverso cui il recettore sst2 potrebbe modulare questi effetti. Per contribuire alla 
comprensione di questi aspetti, utlizzando un ben noto modello murino in vivo di retinopatia 
proliferativa indotto dall’ipossia, in questo nostro lavoro abbiamo voluto: 
V) Quantificare e confrontare il grado di retinopatia e l’estensione dell’area centrale priva dei 
capillari nelle retine WT, nelle retine con sovraespressione cronica del recettore sst2 (come 
nelle retine sst1KO) e nelle retine prive del recettore sst2 (come nelle retine sst2KO). Il grado 
di retinopatia tiene complessivamente conto del grado della proliferazione della rete vascolare e del 
grado di sviluppo di anomalie morfologico-funzionali dei vasi che si sviluppano in seguito ad 
ipossia. Inoltre, viene misurata l’area della zona centrale retinica priva di capillari poiché l’ipossia 
induce una riduzione dei capillari in tale zona. La quanificazione di questi aspetti viene condotta 
ipotizzando A) che la sovraespressione cronica del recettore sst2 si correla ad una riduzione del 
grado di retinopatia e dell’estensione della zona centrale priva di capillari, B) che l’assenza del 
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recettore sst2 si correla ad un’eventuale aumento del grado di retinopatia e dell’area priva di 
capillari nella zona centrale retinica. 
VI) Studiare l’espressione dei fattori pro-angiogenici e dei fattori anti-angiogenici nelle retine 
WT, nelle retine che sovraesprimono il recettore sst2 e nelle retine prive del recettore sst2. E’ 
noto, infatti, che diversi fattori hanno un ruolo molto importante nella regolazione del processo di 
neoangiogenesi. Tra essi, il VEGF ed i suoi due recettori, VEGFR-1 e VEGFR-2; l’IGF-1 ed il suo 
recettore IGF-1R e l’angiopoietina Ang-2 (che agisce sul recettore Tie-2), sono considerati fattori 
pro-angiogenici. Al contrario, l’angiopoietina Ang-1 (che agisce sul recettore Tie-2 e, 
probabilmente, anche sul recettore Tie-1) è considerata un fattore generalmente               
anti-angiogenico. Tutti questi fattori costituiscono un sistema in omeostasi in condizioni 
fisiologiche. In condizioni d’ischemia/ipossia, si puo’ verificare l’alterazione dell’espressione dei 
fattori connessi all’angiogenesi perturbando di conseguenza l’omeostasi del sistema. La 
correlazione dell’espressione dei fattori connessi all’angiogenesi con quella del recettore sst2 e con 
il grado di retinopatia indotto dall’ipossia può fornire importanti indicazioni sui meccanismi alla 




4.  METODI E MATERIALI 
 
4.1.  Animali 
Nel nostro lavoro di tesi gli esperimenti sono stati condotti utilizzando retine di topi WT 
(C57BL/6), sst1KO ed sst2KO (Allen et al., 2003; Kreienkamp et al., 1999) di entrambi i sessi. Gli 
animali sono stati allevati in ambiente controllato (23±1°C, 50±5% di umidità) con un ciclo 
luce/oscurità di 12h (la luce è stata fornita a partire dalle ore 08:00), in presenza di cibo ed acqua ad 
libitum. 
Nella parte del lavoro dedicata allo studio dell’effetto neuroprotettivo del sistema 
somatostatinergico condotto nel nostro modello d’ischemia retinica in vitro, abbiamo utlizzato 
animali adulti allevati in condizioni d’aria normale. Le retine sono state rapidamente dissezionate in 
PBS ed incubate nel mezzo d’ischemia, oppure nel mezzo di controllo (per maggiori dettagli vedi di 
seguito paragrafo 4.2). Le retine sono state poi utilizzate per la marcatura TUNEL/DAPI, per 
misurare l’espressione dell’mRNA della caspasi-3 tramite RT-PCR, per la marcatura 
immunoistochimica delle diverse popolazioni neuronali retiniche, e per verificare e misurare tramite 
RT-PCR e Real-time RT-PCR l’espressione della GRK1 e della RGS1. I mezzi d’incubazione sono 
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stati invece utilizzati per la determinazione del rilascio di glutammato extracellulare mediante 
HPLC ESI-MS. 
Nella parte del lavoro dedicata allo studio dell’effetto antiangiogenico del sistema 
somatostatinergico, animali al giorno PD17 (6gr di peso corporeo) e cinque animali al giorno PD12 
di ciascun gruppo sperimentale (WT, sst1KO, sst2KO), allevati in condizioni di atmosfera normale 
od in condizioni di atmosfera ad alterata percentuale di ossigeno (il modello di retinopatia 
proliferativa indotto da ipossia descritto nel paragrafo 4.3), sono stati utilizzati per la valutazione 
del grado di retinopatia e della riduzione dell’area priva di capillari mediante angiografia con 
fluoresceina, per misurare i livelli dell’ mRNA del VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, IGF-1, IGF-1R, 
Ang-1, Ang-2, Tie-1 e Tie-2 tramite RT-PCR, e per la marcatura immunoistochimica del VEGF, 
VEGFR-1, VEGFR-2, IGF-1 ed IGF-1R. 
In tutti i casi, gli esperimenti sono stati condotti in accordo con la legge italiana sul trattamento 
degli animali N° 116/1992 ed in accordo con le Direttive del Consiglio della Comunità Europea 
(EEC/609/86). Gli animali sono stati anestetizzati mdiante iniezione i.p di Avertina (1.2% 
tribromoetanolo, 2.4% amilene idrato in acqua distillata, al dosaggio di 0.02 ml/gr di peso corporeo; 
Sigma) e successivamente uccisi mediante dislocazione cervicale. Tutti gli accorgimenti necessari 
sono stati presi al fine di ridurre la sofferenza degli animali ed il numero di animali da sacrificare. 
Tutti gli esperimenti sono stati condotti nello stesso momento della giornata (tra le 9:00 e le 13:00), 
al fine di escludere eventuali effetti dovuti al ciclo circadiano. I dati sono stati raccolti sia dai 
maschi che dalle femmine WT e KO, ed i risultati sono stati combinati poiché non sono state 




4.2.  Il modello in vitro d’ischemia retinica 
Nel nostro modello d’ischemia, all’interno di vials mantenute sigillate, le retine dissezionate sono 
state incubate per periodi differenti di tempo a 37°C, in PBS saturato di N2 e contenente differenti 
concentrazioni di acido iodoacetico (IAA) (Sigma) (mezzo o condizioni d’ischemia). Le retine di 
controllo sono state dissezionate ed incubate per periodi differenti di tempo a 37°C, in PBS saturato 
con aria e contenente 6mM glucosio (mezzo o condizioni di controllo), in vials tenute aperte. Gli 
esperimenti sono stati condotti al fine di settare le condizioni del trattamento ischemico necessarie 
per ottenere un effetto massimo ed un effetto minimo. Abbiamo definito come “effetto minimo” 
quello che determina almeno il 20% di morte cellulare in ciascuno dei tre strati nucleari 
(ONL,INL,GCL), determinata con un’analisi quantitativa TUNEL/DAPI (vedi di seguito paragrafo 
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4.5). Come “effetto massimo”, abbiamo considerato quello che determina più del 90% di morte 
cellulare in almeno uno strato nucleare della retina. In seguito ai dati ottenuti nelle prove di messa a 
punto del metodo, abbiamo stabilito che gli effetti massimo e minimo si possono ottenere 
mantenendo sempre la concentrazione di IAA pari a 250 mM, variando solamente il tempo di 
incubazione in condizioni d’ischemia. Più dettagliatamente, l’effetto minimo è stato osservato dopo 
1h d’incubazione, mentre l’effetto massimo è stato osservato dopo 6h. I dati sugli effetti 
dell’ischemia sono stati collezionati anche a 3h. Le retine di controllo sono state incubate per gli 
stessi intervalli di tempo, ma in condizioni di controllo. Nel caso di 3h o 6h d’incubazione, la 
soluzione d’ischemia e quella di controllo sono state sostituite ogni ora nel corso dell’esperimento. 
Negli esperimenti in cui abbiamo voluto caratterizzare gli effetti sulla vitalità neuronale, sul rilascio 
di glutammato e sull’espressione della GRK1 e della RGS1 ottenibili mediante trattamento 
farmacologico con la SRIF o con alcuni suoi analoghi, le retine sono state incubate in condizioni di 
controllo od in condizioni d’ischemia in contemporanea presenza/assenza di SRIF (Bachem AG, 
Bubendorf, Svizzera), octrotide, pasireotide o cianamide (forniti dal Prof. D. Hoyer and Dr. H. 
Schmid, Novartis Pharma, Basilea, Svizzera) nel mezzo d’incubazione. In tutti i casi, i farmaci sono 




4.3.  Il modello di retinopatia proliferativa 
Per indurre neoangiogenesi, in accordo con il modello di retinopatia indotto dall’ipossia (Smith et 
al., 1994), topi neonati (assieme alle loro madri) sono stati esposti ad alte concentrazioni di 
ossigeno (75%±2%) tra il giorno PD7 ed il giorno PD12, in un incubatore. La percentuale 
d’ossigeno è stata controllata due volte al giorno con uno specifico rilevatore (Miniox I; Bertocchi 
srl Elettromedicali, Cremona, Italia). Dal giorno PD12 gli animali sono stati riportati in condizioni 
d’atmosfera normale fino al giorno PD17. Al giorno PD17 gli animali sono stati sacrificati per 
essere utilizzati negli esperimenti. Nel seguito del testo si parlerà di “condizioni normossiche”, 
riferendosi al caso in cui gli animali sono stati allevati sempre in atmosfera a normale 
concentrazione di O2, mentre, con riferimento al caso in cui gli animali tra il PD7 ed il PD12 sono 
stati allevati in condizioni di maggior percentuale di O2, si parlerà di “condizioni ipossiche”. Alcuni 
animali WT e KO sono stati sacrificati al giorno P12. I topi utilizzati come controllo sono stati 




                                                     Tesi di Dottorato              
4.4.  Preparazione delle sezioni retiniche 
Dopo i trattamenti, le retine che sono state utilizzate per il TUNEL/DAPI o per la marcatura 
immunoistochimica, sono state preventivamente fissate per immersione in 4% paraformaldeide in 
0.1M PB, per 45’–60’ a temperatura ambiente, e conservate per una notte in 25% saccarosio in 
0.1M PB a 4°C. Sezioni retiniche di 10 µm di spessore sono state tagliate perpendicolarmente alla 
superficie vitreale mediante criostato, montate su vetrini gelatinati e conservate a -20°C. Tutte le 
retine sono state tagliate secondo lo stesso orientamento temporo-nasale. In ciascun esperimento, le 





4.5.  Marcatura TUNEL/DAPI ed analisi quantitativa 
E’ stato dimostrato che l’ischemia può condurre a morte neuronale per apoptosi (Choi, 1996; 
Springer, 2002). Per marcare le cellule apoptotiche nelle retine WT e KO, abbiamo utilizzato un kit 
TUNEL (Roche Diagnostics), secondo le istruzioni del produttore. In breve, le sezioni montate su 
vetrino gelatinato sono state permeabilizzate con 0.1% Triton X-100 (Sigma) in 0.1M PB, 
successivamente incubate con la miscela composta da nucelotidi marcati con fluoresceina e 
dall’enzima deossinucleotidiltransferasi terminale, per 1h, a 37°C. Dopo i lavaggi, i vetrini sono 
stati montati con una miscela composta da 0.1M PB-glicerina, contenente 0.5 µg/ml 4'-6-diamidino-
2-fenil-indolo (DAPI, Sigma), il quale marca tutti i nuclei cellulari. La marcatura fluorescente 
ottenuta con TUNEL è stata valutata nelle sezioni al fine di calcolare un indice di morte cellulare 
negli strati nucleari della retina. Le misurazioni sono state ottenute con un sistema computerizzato 
di analisi d’immagini utilizzando i software Zeiss Axiovision 4 e KS-300. Le immagini della 
marcatura sia TUNEL che DAPI sono state acquisite mediante una fotocamera digitale (Plan-
Neofluar Zeiss Axiocam MRC; Carl Zeiss Meditec, GmbH) connessa ad un microscopio ad 
epifluorescenza Zeiss. I parametri di luminosità e contrasto delle immagini digitali sono stati 
ottimizzati mediante il software Adobe Photoshop (Adobe Systems, Mountain View, CA, USA). 
Per l’analisi quantitativa è stato scelto un campo ottico di dimensioni standard per tutte le immagini. 
Nel GCL, l’indice di morte cellulare è stato calcolato come rapporto tra il numero di cellule marcate 
con TUNEL rispetto a quelle marcate con DAPI. Diversamente, poiché è risultato molto 
difficoltoso contare le singole cellule marcate con TUNEL negli strati ONL ed INL, l’indice di 
morte cellulare in questi strati è stato calcolato come di seguito: le immagini della marcatura 
TUNEL e DAPI relative ad uno stesso strato sono state visualizzate entrambe. Poi, mediante il 
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software KS-300, l’area dello strato in esame è stata misurata a partire dall’immagine DAPI. 
Successivamente, l’immagine TUNEL è stata trattata a filtro di soglia via software ed è stata 
misurata l’area TUNEL-positiva. Infine, il rapporto tra l’area TUNEL-positiva e l’area marcata con 
DAPI è stato considerato come l’indice di morte cellulare. Nel seguito del testo, e nelle figure, le 
espressioni “percentuale di morte cellulare” o “percentuale di cellule morte”, sono riferite 
ugualmente agli indici calcolati nel GCL ed a quelli calcolati nell’ONL od INL. Il confronto dei dati 
ottenuti a differenti periodi d’incubazione, dei dati ottenuti dalle retine WT, sst1KO o sst2KO (in 
presenza o assenza di trattamento farmacologico) sono stati condotti utilizzando i test ANOVA e 
Tukey, previa verifica della distribuzione normale, utilizzando il software GraphPad Prism (Graph 
Software, San Diego, CA, USA). Valori di p<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi 




4.6.  RT-PCR semiquantitativa della caspasi-3 
Diverse ricerche hanno dimostrato che la caspasi-3 viene attivata nella retina durante il processo 
apoptotico causato dall’insulto ischemico (Katai & Yoshimura, 1999; Lam et al., 1999; Singh et al., 
2001; Tezel & Wax, 1999). In questo nostro lavoro abbiamo utilizzato la tecnica di RT-PCR 
semiquantitativa per misurare l’espressione dell’mRNA della caspasi-3 nelle retine WT ed sst1KO, 
in condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia. Dopo il trattamento in condzioni di controllo 
od in condizioni d’ischemia, le retine sono state immediatamente congelate e conservate a -80°C. 
L’mRNA totale è stato estratto mediante il kit “Micro-to-Midi Total RNA Purification System” 
(Invitrogen, Milano, Italia), secondo la procedura indicata dal produttore. Il cDNA è stato 
sintetizzato a partire da 1µg di RNA totale usando il kit “First strand cDNA synthesis” (F. 
Hoffmann-La Roche, Basilea, Svizzera). La coppia di primers per la caspasi-3 (Eurobio, Les Ulis, 
Francia) è stata scelta in modo da amplificare un’unica regione della sequenza del topo (Zandy et 
al., 2005). Come primer senso è stato scelto il seguente: AGCAGCTTTGTGTGTGTGATTCTAA. 
Come primer anti-senso è stato scelto il seguente: GTCTGACTGGAAAGCCGAAACT. L’mRNA 
della ciclofillina B, la cui espressione non si altera nelle retine ischemiche (Agardh et al., 2006; 
Casson et al., 2004), è stato utilizzato come standard interno. Anche i primers per la ciclofillina B 
(Eurobio) sono stati scelti sulla base della sequenza del topo (Cristiani et al., 2002b). La reazione 
PCR è stata condotta utilizzando 1µg di cDNA in un volume complessivo di 25µl di PCR buffer 
(Promega), contenente 1.5mM MgCl2, 2.5mM dNTP, e 0.75µM degli appropriati primers. Inoltre, è 
stato aggiunto l’enzima Taq polimerasi (1.2U, Promega). L’amplificazione è stata condotta in un 
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termociclatore Bio-Rad in 35 cicli. Ciascun ciclo è consistito di una fase di denaturazione per 30 
sec. a 94°C, una fase di appaiamento per 30 sec a 60°C, ed una fase di estensione per 30 sec a 72°C. 
Al termine, la reazione di amplificazione ha compreso una fase di estensione finale a 72°C per 10 
min. Per ciascuna amplificazione sono stati effetuati due tipi di controlli: (I) la miscela di reazione 
RT-PCR senza l’enzima trascrittasi inversa, per controllare l’eventuale contaminazione del DNA 
gnomico, (II) la miscela di reazione PCR senza cDNA, per controllare possibili contaminazioni 
esterne. Un campione di 25µl della reazione PCR è stata marcato con BMA GelStar (Rockland, 
ME, USA) e sottoposta ad elettroforesi su un gel di agarosio al 3%, utilizzando il sistema “Bio-Rad 
Subcell GT”. Dopo l’elettroforesi, le bande corrispondenti ai prodotti amplificati sono state 
analizzate con il sistema Gel Doc 2000 equipaggiato con il software Quantity One (Bio-Rad). 
L’analisi semiquantitativa dei prodotti della PCR è stata condotta misurando la densità ottica della 
banda corrispondente all’mRNA della caspasi-3 normalizzata alla densità ottica della banda del 
mRNA della ciclofillina B nello stesso campione. Dopo la verifica della distribuzione normale, la 
significatività statistica è stata valutata utilizzando ANOVA seguita dal post-test di Tukey oppure, 
dove espressamente indicato, mediante il test-di Student appaiato, mediante il software GraphPad 
Prism. Valori di p<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. I risultati sono stati 




4.7.  Misura del rilascio di glutammato mediante HPLC ESI-MS 
Il tasso di rilascio del glutammato è stato misurato mediante HPLC on-line con un ESI-MS, nelle 
retine WT ed sst1KO trattate in condizioni di controllo ed in condizioni ischemiche, in assenza ed 
in presenza di trattamento farmacologico con l’octreotide. Al termine del periodo d’incubazione, le 
soluzioni in cui sono state incubate le retine ischemiche e di controllo sono state conservate a -
80°C. Successivamente, il livello di glutammato extracellulare è stato determinato secondo il 
metodo indicato in Li et al. (2005), con alcune modificazioni. In breve, i campioni sono stati 
liofilizzati e ricostituiti in 100µl di 10% acetonitrile (Carlo Erba, Milano, Italia). Per la 
derivatizzazione chimica i campioni sono stati incubati 30 min in oscurità a 60°C, in un bagno con 
20µl 10M KOH e 500µl of 10-4M dansil cloride (Sigma). La tecnica HPLC è stata condotta 
utilizzando una pompa cromatografica “Beckman Model 126 Programming Solvent Module” 
(Beckman Instruments, Brea, CA). Le separazioni cromatografiche sono state ottenute in una 
colonna “Waters ODS2 Spherisorb 250 mm x 4.6 mm I.D. 5 µm packed” (Teknokroma, Barcellona, 
Spagna) utilizzata come fase stazionaria, preceduta da una pre-colonna “Spherisorb RPC18, 5 µm, 
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4mm x 4mm”. Come fase mobile è stata utilizzata acqua bidistillata con 0.5% acido formico (v\v) 
(fase mobile A), ed acetonitrile 0.5% acido formico (v\v) (fase mobile B). La tecnica ESI–MS è 
stata condotta con uno spettrometro di massa a trappola ionica (Esquire 3000 plus, Bruker Daltonik, 
Brema, Germania) in modalità positiva. L’elettrospray dello spettrometro di massa è stato settato 
con un voltaggio di 4 kV, il Nebulizer a 35 psi e il Dry gas a 10L/min. La temperatura del Dry gas è 
stata settata a 300°C. Lo spettro di massa è stato acquisito con modalità full scan nell’intervallo m/z 
50–1500 (durata della scansione 1 sec.). Il confronto dei dati è stato condotto utilizzando il test 
ANOVA seguito dal post-test di comparazione multipla di Tukey, mediante il software GraphPad 
Prism. Valori di p<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. I risultati sono stati 




4.8.  Real-time RT-PCR sulla GRK1 e sulla RGS1 
L’RNA totale di tre retine in ciascuna condizione sperimentale è stato estratto mediante il kit 
“RNeasy Mini Kit with DNAse digestion” (Qiagen, Valencia, CA), in accordo con il metodo 
indicato dal produttore. Dopo aver solubilizzato l’RNA totale nella soluzione RNAse-free water, 
l’RNA totale è stato quantificato mediante lo spettrofotometro Bio-Rad SmartSpec 3000 (Hercules, 
CA, USA). Il cDNA è stato generato a partire da 3µg di RNA totale usando il kit “iScript cDNA 
Synthesis Kit” (Bio-Rad) in un volume finale di 20µl, in accordo con le istruzioni del produttore. Le 
coppie di primers scelte per la GRK1 e per la RGS1 (Eurobio Les Ulis, Francia) sono state 
disegnate per ibridarsi con un’unica regione della rispettiva sequenza genica (Tab. 1). Come 
standard interno è stato considerato l’mRNA della proteina ribosomiale L13a (RPL13a), che è 
risultato stabile durante l’ischemia (Tian et al., 2007). La reazione RT-PCR condotta per verificare 
l’espressione della GRK1 e della RGS1 nelle retine WT ed sst1KO, è stata condotta utilizzando 1µl 
di cDNA in 15µl totali di PCR buffer (Invitrogen, Milano, Italia), contenente 3mM MgCl2, 300nM 
dNTPs, e 300nM degli appropriati primers. Inoltre, è stata aggiunta la Taq polimerasi (0.35 U) 
(Invitrogen). La reazione di amplificazione è stata condotta in un termociclatore (Bio-Rad) in 40 
cicli. Ciascun ciclo era costituito da una fase di denaturazione a 94ºC per 30 sec; una fase di 
appaiamento a 58°C per 30 sec ed una fase di estensione a 72ºC per 30 sec. Infine, una fase di 
estensione terminale è stata condotta a 72ºC per 5 min. Per ciascuna amplificazione sono stati 
condotti due tipi di controlli: I) la miscela RT-PCR senza la trascrittasi inversa, per verificare 
l’assenza di contaminazioni con DNA genomico, II) la miscela RT-PCR senza il cDNA, per 
verificare l’assenza di contaminazioni esterne. Un campione di 5µl della reazione RT-PCR è stata 
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sottoposta ad elettroforesi su un gel di agarosio (Eurobio,Les Ulis, Francia) al 2% contenente 
bromuro di etidio, mediante il sistema Bio-Rad Sub-cell GT system.  
La Real-time PCR è stata condotta usando il sistema di rilevazione SYBER Green su MiniOpticon 
Two-Color Real-Time PCR detection System (Bio-Rad). La miscela di reazione finale era costituita 
da 1µl di cDNA, 300 nM di ciascun primer, 7.5µl di iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) e la 
soluzione RNase-free water necessaria per portare al volume finale di 15µl la miscela di reazione.  
I controlli negativi sono stati condotti in assenza di cDNA. Tutte le reazioni sono state condotte in 
triplicato. La Real-time RT-PCR è stata condotta con una fase di denaturazione (con hot-start) a 
95°C per 3 min, e poi proseguita con 40 cicli a 95°C per 10 sec e 58°C per 20 sec. La fluorescenza è 
stata misurata durante la reazione, consentendo un monitoraggio continuo della quantità dei prodotti 
della PCR. L’analisi della curva di melting in un intervallo di temperature tra 65ºC e 95ºC, con step 
di 0,5ºC, è stata utilizzata per controllare la qualità della reazione. L’efficienza dell’amplificazione 
per ciascuna coppia di primers utilizzata è stata prossima al 100%. Il metodo del ciclo soglia (Ct) 
normalizzato all’mRNA dell’RPL13a, un mRNA stabile nelle nostre condizioni sperimentali, è stato 
utilizzato per analizzare le variazioni relative dell’espressione genica (quantità = 2 ∆∆Ct) (Livak & 
Schmittgen, 2001).I dati sono stati analizzati mediante ANOVA seguito dal test di comparazione 
multipla Newman-Keuls, utlizzando il software GraphPad Prism. Valori di p<0.05 sono stati 
considerati statisticamente significativi. I risultati sono stati espressi come media±S.E.M. Dove non 















Accesso No. Referenze 
RPL13a senso: 5’-cactctggaggagaaacggaagg-3’ antisenso: 5’-gcaggcatgaggcaaacagtc-3’ 58 182 40 94%  NM_009438 
[RTPrimerDB 
ID: 3587] 
GRK1 senso: 5’-ttgacaaagcggacacagag-3’ antisenso: 5’-tggtgattcccttcatgtca-3’ 58 153 40 93% NM_011881 [primer 3] 
RGS1 senso: 5’-gccaaagacttttggaatgg-3’ antisenso: 5’-tggttggcaaggagtttttc-3’ 58 153 40 99.5% NM_015811 [primer 3] 
Tab. 1 
Elenco dei primers utilizzati per la RT-PCR e per la Real-Time RT-PCR  semiquantitativa sull’mRNA 
della GRK1, della RGS1 e del gene di controllo RPL13a 
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4.9.  Osservazione e quantificazione della vascolarizzazione retinica mediante 
angiografia con fluoresceina-destrano 
In accordo con studi precedenti (D’amato et al., 1993), per mettere in evidenza i vasi retinici dei 
topi WT, sst1KO ed sst2KO (allevati in condizioni normossiche od ipossiche), abbiamo perfuso i 
vasi retinici con destrano  coniugato a fluoresceina (Sigma-Aldrich). In breve, gli animali sono stati 
anestetizzati, è stata eseguita una sternotomia mediana ed il ventricolo sinistro è stato perfuso con 
2mL di una soluzione di destrano coniugato a fluoresceina in 0.15M PB, alla concentrazione di 
25mg/mL. Gli animali sono stati sacrificati e gli occhi sono stati enucleati. Le retine sono state 
dissezionate e montate intere. L’osservazione della vascolarizzazione retinica è stata condotta in un 
microscopio a fluorescenza Eclipse E800 con obiettivo 4X (Nikon, Badhoevedorp, Olanda), e le 
immagini sono state acquisite con una fotocamera DFC320 (Leica Microsystems, Heidelberg, 
Germania). Per la valutazione del grado di retinopatia abbiamo considerato separatamente la 
formazione di nuovi vasi (neovascolarizzazione/neoangiogenesi) e l’estensione della zona della 
retina centrale che subisce la perdita dei vasi. La neoangiogenesi è stata quantificata in accordo con 
il sistema di punteggio mostrato in Tab. 2, che tiene in considerazione il numero di matasse di vasi 
aggrovigliati, l’estensione della tortuosità dei vasi e la presenza/assenza di emorragie. Tre 
osservatori addestrati hanno valutato il numero di settori retinici (ogni settore corrispone a ciascuno 
spicchio di una circonferenza divisa in 12 parti uguali, ciascuna di ampiezza angolare di 30 gradi) 
con vasi anormali (n=12 per ogni gruppo sperimentale). I punteggi attribuiti per ciascuna 
caratteristica in esame sono stati sommati ed il risultato complessivo era compresto tra 0 ad 8. In 
questo intervallo di valori, un punteggio più alto indica una retinopatia più severa. Per la 
valutazione della zona retinica non vascolarizzata, abbiamo utilizzato un metodo precedentemente 
descritto (Werdich et al., 2004): la zona non vascolarizzata e l’area retinica totale sono state 
misurate a partire dalle immagini retiniche (n=12 per ciascun gruppo sperimentale) mediante un 
analisi assistita al pc, utilizzando il software Axiovision 4 (Carl Zeiss Vision GmbH, Mu¨nchen-
Hallbergmoos, Germania) ed i dati sono stati espressi come percentuale dell’area non vascolarizzata 
in relazione all’area totale. Previa verifica della distribuzione normale dei dati mediante il test  
Kolmogorov-Smirnov, la significatività statistica è stata valutata tramite ANOVA seguito dal post-
test di comparazione multipla Newman-Keuls, utilizzando il software GraphPad Prism. Valori di 
p<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. I dati sono stati espressi come 
media±S.E.M. 
Una comparazione diretta tra i vasi retinici aberranti rivelata dall’angiografia con fluoresceina e gli 
stessi vasi rilevati però in sezioni istologiche di 10µm di spessore (osservate mediante microscopio 
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a fluorescenza munito di obiettivo 10X o 20X), è stata condotta a partire dalle retine intere utilizzate 






0 1 2 3 4 
Matasse di vasi aggrovigliati Nessuno In <3 settori In 3–5 settori In 6–8 settori In 9–12 settori 
Tortuosità dei vasi Nessuno <1/3 dei vasi 1/3–2/3 dei vasi <2/3 dei vasi  
Emorragia retinica Assente Presente    
 
Tab. 2 
Sistema di punteggio per il calcolo del grado di retinopatia nella zona di neovascolarizzazione 
In linea con Higgins et al., 1999, le retine WT e KO esposte a condizioni normossiche od ipossiche sono 
state perfuse con la fluoresceina. Successivamente sono state montate intere e sono state esaminate al 
microscopio a fluorescenza. Il grado di retinopatia nella zona neovascolarizzata è stato valutato secondo i 
tre criteri indicati. I punti ottenti per ciascun criterio di valutazione sono stati sommati per ottenere il 
punteggio totale di retinopatia. Il punteggio di retinopatia va da 0 ad 8. I punteggi più elevati indicano un più 
severo grado di retinopatia. Per settore s’intende ogni porzione di 30 gradi di ampiezza angolare, che si 
ottine immaginando di assumere idealmente la forma di una retina intera a quella di una circonferenza e di 




4.10.  RT-PCR semiquantitativa dei fattori associati all’angiogenesi e del 
recettore sst2 
Per studiare la correlazione tra il livello dell’mRNA del recettore sst2 con quello dell’mRNA dei 
fattori associati all’angiogenesi, in questo nostro lavoro abbiamo utilizzato la tecnica di RT-PCR 
semiquantitativa nelle retine di topi WT e KO, allevati o meno in condizioni normossiche. L’RT-
PCR nelle retine di topi PD17 (n=8 per ciascun gruppo sperimentale) è stata condotta come 
descritto in precedenti lavori (Dal Monte et al., 2003b). In breve, gli occhi sono stati enucleati e le 
retine sono state dissezionate ed in seguito omogenizzte in un mezzo di estrazione (TRIzol; 
Invitrogen, Carlsbad, CA). Il cDNA è stato generato a partire da 1µg di RNA totale, ed un decimo 
del prodotto della RT è stato amplificato in un volume totale di 25µL, usando 1,25U di Taq 
polimerasi, all’interno di un termociclatore automatico (Bio-Rad, Hercules, CA). La reazione di 
amplificazione è stata condotta con un’iniziale fase di denaturazione a 94ºC per 30 sec. seguita da 
30 cicli, ciascuno dei quali composti da una fase a 94ºC per 15 sec, 60ºC per 30 sec. e 72ºC per 15 
sec. Al termine, la reazione ha previsto una fase finale di estensione a 72ºC per 10 min. L’mRNA 
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dei fattori di crescita associati all’angiogenesi e dei loro recettori, è stato coamplificato con 
l’mRNA di S16, mentre l’mRNA del recettore sst2 è stato coamplificato con l’mRNA della 
ciclofillina B. Gli mRNA di S16 e della ciclofillina B sono stati utilizzati come standard interni. I 
primers senso ed antisenso sono stati scelti sulla base della sequenza del topo e sono elencati in 
(Tab. 3). Un campione di 20µL della reazione PCR è stata marcata con uno specifico colorante 
BMA GelStar (Rockland, ME, USA) ed è stata sottoposta ad elettroforesi in un gel di agarosio al 
4% (Eurobio, Les Ulis, Francia) utilizzando il sistema “Bio-Rad Subcell GT”. Dopo l’elettroforesi, 
le bande corrispondenti ai prodotti amplificati sono state analizzate con il sistema Gel Doc 2000 
equipaggiato con il software Quantity One. Per le analisi semiquantitative dei prodotti di PCR 
abbiamo misurato l’intensità del segnale delle bande rispetto all’intensità del segnale della S16, o 
della ciclofillina B nella stessa corsia di amplificazione. La verifica della distribuzione normale dei 
valori è stata condotta mediante il test  Kolmogorov-Smirnov. La significatività statistica è stata 
valutata mediante il test ANOVA seguito dal test di comparazione multipla Newman-Keuls, 
mediante il software GraphPad Prism. Valori di p<0.05 sono stati considerati statisticamente 
significativi. I risultati sono stati espressi come media±S.E.M. 
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Gene                                               Sequenza dei  primers                             Lunghezza                      Referenze 
                                                                                                          (paia di basi) 
 
sst2                             senso: 5’-ATCAGTCCCACCCCAGCCCTGAA- 3’                  76                           Dal Monte et al. * 
                               antisenso: 5’- GGGGTTGGCGCAGCTGTTG-3’ 
 
VEGF                       senso: 5’-CAGGCTGCCTGTAACGATGAA-3’                        221                         Designed by Primer3 software # 
                               antisens o: 5’-AAAAACGAAAGCGCAAGAAA-3’ 
 
VEGFR-1                 senso: 5’-TCGGCTGCAGTGTGTAAGTC-3’                         201                         Ida et al. ° 
                               antisenso: 5’-TGTCCCTTTTCCCACAAAAG-3’ 
 
VEGFR-2                senso: 5’-AGCTCTCCGTGGATCTGAAA-3’                          198                         Ida et al. ° 
                               antisenso: 5’-TAAGGGCATGGAGTTCTTGG-3’ 
 
IGF-1                         senso: 5’-TGGATGCTCTTCAGTTCGTG-3’                           351                        Designed by Primer3 software # 
                               antisenso: 5’-GGGAGGCTCCTCCTACATTC-3’ 
 
IGF-1R                     senso: 5’-CAAGCTGTGTGTCTCCGAAA-3’                           161                        Designed by Primer3 software # 
                               antisenso: 5’-GACCTGGAAGAACCGAATCA-3’ 
 
Ang-1                         senso: 5’-AGGCTTGGTTTCTCGTCAGA-3’                           278                        Designed by Primer3 software # 
                               antisenso: 5’-CCTTTTTGGGTTCTGGCATA-3’ 
 
Ang-2                        senso: 5’-TCTTGGCCTCAGCCTACAGT-3’                            375                        Designed by Primer3 software # 
                              antisenso: 5’-TTTGTGCTGCTGTCTGGTTC-3’ 
 
Tie-1                          senso: 5’-CATCGAGACTTTGCAGGTGA-3’                           363                        Designed by Primer3 software # 
                              antisenso: 5’-AGAAAGGCCAAAGTCTGCAA-3 
 
Tie-2                         senso: 5’-TCAAGAAGGATGGGTTACGG-3’                           253                        Designed by Primer3 software # 
                             antisenso: 5’-GCAAAAGCAGGGTCTGTCTC-3’ 
  
Ciclofillina B       senso: 5’-CCATCGTGTCATCAAGGACTTCAT-3’                  216                        Dal Monte et al. * 
                             antisenso: 5’-TTGCCATCCAGCCAGGAGGTCT-3’  
 
S16                           senso: 5’-ATATTCGGGTCCGTGTGAAG-3’                              85                         Designed by Primer3 software # 




Primers utilizzati per lo studio dell’espressione dei fattori connessi all’angiogenesi mediante RT-PCR 
semiquantitativa 
Dal Monte el al., 2003b; # Rozen & Skaletsky, 2000; ° Ida et al., 2003. 
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4.11.  Immunoistochimica 
Nella parte del nostro lavoro dedicata allo studio dell’effetto neuroprotettivo mediato dal recettore 
sst2 abbiamo utilizzato una batteria di anticorpi primari (Tab. 4) scelta in maniera appropriata per 
marcare diverse popolazioni neuronali retiniche (fotorecettori, cellule bipolari, cellule orizzontali, 
cellule amacrine, cellule ganglionari) in modo da caratterizzare la morte neuronale in varie 
popolazioni neuronali nelle retine di adulti WT e KO, in condizioni di controllo ed in condizioni 
d’ischemia. Nei nostri risultati (in Tab. 5 e 6) abbiamo riportato la stima delle differenze nei pattern 
d’immunomarcatura per le diverse popolazioni neuronali nei diversi gruppi sperimentali, con una 
scala di valutazione di “+” e “-“: “+++” indica un’immagine simile a quella ottenuta nei controlli; 
“++” indica una piccola ma evidente riduzione dell’intensità dell’immunofluorescenza e/o delle 
strutture cellulari (processi o somi) immunomarcate; “+” indica una forte riduzione dell’intensità 
dell’immunomarcatura o delle strutture cellulari immunomarcate; “+/-“ indica l’esistenza di una 
limitata quantità di materiale immunomarcato; “-“ indica l’assenza dell’immunofluorescenza. Un 
anticorpo primario diretto contro il recettore sst2A (Gramsh Laboratories, Schwabhausen, 
Germania; alla diluizione di 1:2500-1:3000) (Schulz et al., 1998) è stato utilizzato per studiare la 
permanenza del recettore sst2 nelle retine WT ed sst1KO dopo 1h di trattamento in condizioni 
d’ischemia e per studiare l’eventuale processo d’internalizzazione nelle retine WT ed sst1KO 
ischemiche in presenza od in assenza del trattamento con l’octreotide. 
Per quanto riguarda invece lo studio dei fattori associati all’angiogenesi nelle retine di topi WT e 
KO al giorno PD17, allevati o meno in condizioni normossiche, sono stati utilizzati anticorpi 
primari policlonali fatti nel coniglio e diretti contro il VEGF (riconosce le tre isoforme del VEGF-A 
derivanti dallo splicing alternativo); il VEGFR-1; il VEGFR-2; l’IGF-1 (1:100, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) e contro la sub-unità β1 del recettore IGF-1R (1:30, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Esperimenti di doppia marcatura sono stati condotti utilizzando un 
anticorpo monolconale fatto nel topo e diretto contro la glutamina sintasi (1:500 Chemicon, 
Temecula, CA), la quale è un markers delle cellule di Müller (Archer et al., 2004), in combinazione 
con anticorpi primari diretti contro il VEGFR-1, contro il VEGFR-2 oppure contro l’IGF-1R. 
In tutti i casi in cui è stata condotta la procedura immunoistochimica, le sezioni montate sui vetrini 
gelatinati sono state asciugate all’aria prima d’iniziare le procedure immunoistochimiche. 
Successivamente, le sezioni sono state lavate in 0.1M PB ed incubate o.n a 4°C in presenza di 
ciascun anticorpo primario diluito in 0.1M PB contenente 0.5% Triton X-100. In seguito a lavaggi 
in 0.1M PB, le sezioni sono state incubate con l’appropriato anticorpo secondario coniugato con 
Alexa Fluor 488 o con Alexa Fluor 546 (Molecular Probes), alla diluizione di 1:200 in 0.1M PB 
contenente 0.5% Triton X-100, per 1h a temperatura ambiente. Infine, i vetrini sono stati montati 
con una miscela composta da 0.1 M PB–glicerolo 1:9. Gli esperimenti di controllo hanno previsto 
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l’omissione dell’anticorpo primario. La marcatura aspecifica non è stata osservata in nessun caso. 
Le immagini d’immunofluorescenza sono state acquisite con un obiettivo 40X, una camera digitale 
(Plan-Neofluar Zeiss Axiocam MRC; Carl Zeiss Meditec, GmbH) connessa da un microscopio ad 
epifluorescenza Zeiss, ed il software Zeiss Axiovision 4 (Carl Zeiss Meditec, GmbH). I parametri di 
luminosità e contrasto delle immagini digitali sono stati ottimizzati mediante il software Adobe 
Photoshop (Adobe Systems, Mountain View, CA, USA). Le immagini digitali sono state 




Antigene Ospite   Localizzazione  Referenze Diluizione 
Arrestina dei coni coniglio coni  Dr. C.M. Craft (Zhu 




Topo cellule orizzontali Sigma (Katsetos et 
al., 1994) 
1:2000 
CaBP5 coniglio cellule bipolari Dr. F. Haeseleer 
(Haeseleer et al., 
2000) 
1:500 
MAb115A10 Topo cellule bip.ON Dr. S.C. Fujita 
(Onoda & Fujita, 
1987)  
1:3000 
Gγ13 coniglio cellule bip. ON Dr. R.F. Margolskee 
(Huang et al., 2003) 
1:1000 
PKC (clone MC5) Topo cellule bip. dei 
bastoncelli 
Sigma (Greferath et 
al., 1990) 
1:200 









TH (clone 2/40/15) Topo cellule amacrine Chemicon (Rohrer et 
al., 1986) 
1:400 
SRIF (clone YC7) Ratto cellule amacrine Chemicon (Dun et al., 
1994) 
1:100 
β-Tubulina III (clone 
SDL.3D10) 





Anticorpi primari  utlizzati per lo studio immunoistochimico della morte di diverse popolazioni  
neuronali retiniche in seguito all’ischemia 
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5.  RISULTATI DELLO STUDIO SULL’AZIONE 
NEUROPROTETTIVA MEDIATA DAL RECETTORE SST2 
 
5.1.  Marcatura TUNEL/DAPI nel modello ischemico 
Nelle retine WT incubate in condizioni di controllo non abbiamo osservato la marcatura TUNEL 
dopo 1h, 3h e 6h d’incubazione (Fig. 6F, sinistra). La presenza del segnale apoptotico, invece, è 
risultata evidente nelle retine incubate nella soluzione ischemica. Infatti, nuclei picnotici, 
interpretati come cellule apoptotiche, sono stati osservati mediante la marcatura DAPI già dopo 1h 
di trattamento in condizioni d’ischemia (Fig. 6A, sinistra). Inoltre, dopo 1h di trattamento in 
condizioni d’ischemia abbiamo osservato la presenza della marcatura TUNEL nell’ONL, INL e 
GCL (Fig. 6A, centro). Nel dettaglio, come mostrato nell’immagine TUNEL trattata via software 
con filtro soglia (Fig. 6A, destra), l’ONL è risultato lo strato retinico con il più elevato quantitativo 
di marcatura mentre una marcatura più ridotta e “frammentata” è stata osservata nell’INL. Nel 
GCL, abbiamo osservato alcuni corpi cellulari marcati con TUNEL. Dopo 3h di trattamento 
ischemico (Fig. 6B), abbiamo notato un incremento del numero di nuclei dalla morfologia picnotica 
(osservabili con la marcatura DAPI) e, parallelamente, un aumento dell’area marcata con TUNEL è 
stato notato nell’ONL e nell’INL. Nel GCL, praticamente tutti i corpi cellulari sono risultati marcati 
con TUNEL. Nelle retine trattate per 6h in condizioni d’ischemia (Fig. 6C), sia il numero di nuclei 
picnotici che abbiamo osservato mediante marcatura DAPI che l’area marcata con TUNEL erano 
ulteriormente incrementati nell’ONL e nell’INL. Le analisi quantitative delle sezioni retiniche 
marcate con TUNEL/DAPI hanno confermato che 1h di trattamento ischemico corrispondeva 
all’”effetto minimo”, con almeno il 20% di morte cellulare in ciascuno degli strati retinici. In 
particolare, la morte cellulare nell’ONL è stata circa il 35%, poco più del 20% nell’INL e circa il 
30% nel GCL (Fig. 7A). La percentuale di morte cellulare è significativamente aumentata in tutti gli 
strati nucleari retinici dopo 3h di trattamento ischemico, con valori nel GCL che si sono avvicinati 
al 90%. Infine, il valore del 90% è stato superato ("effetto massimo") sia nell’ONL che nel GCL 
dopo 6h di trattamento ischemico. Sebbene la percentuale di morte cellulare è incrementata in tutti 
gli strati nucleari, dopo 6h un incremento statisticamente significativo rispetto alle 3h si è rilevato 
solamente nell’ONL. Abbiamo confrontato la percentuale di morte cellulare tra le retine ischemiche 
WT, sst1KO ed sst2KO. Come osservato nelle retine WT, anche nelle retine KO non abbiamo 
osservato la presenza della marcatura TUNEL in condizioni di controllo per 1h, 3h e 6h (Fig. 6F, 
centro e destra, rispettivamente). In Fig. 6D ed 6E sono mostrate le marcature DAPI, TUNEL e la 
marcatura TUNEL sottoposta a soglia via software, ottenute nelle retine ischemiche sst1KO ed 
sst2KO incubate per 1h. Abbiamo osservato che la marcatura TUNEL era molto più ristretta nelle 
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retine sst1KO rispetto alle retine WT ed sst2KO. L’analisi quantitativa (Fig. 7B) ha confermato che 
dopo 1h d’ischemia la percentuale di morte cellulare nell’ONL, INL e GCL era significativamente 
inferiore nelle retine sst1KO rispetto alle retine WT ed sst2KO. In particolare, nel confronto tra WT 
ed sst1KO, la morte cellulare è diminuitia nell’ONL (dal 35% al 17%), nell’INL (dal 21% al 5%) e 
nel GCL (dal 28% al 9%). Nessuna differenza statisticamente significativa è stata osservata invece 
nel confronto tra le retine WT ed sst2KO. Già dopo 3h d’ischemia non abbiamo più osservato 
differenze statisticamente significative tra WT, sst1KO ed sst2KO, e la percentuale di morte 
cellulare nelle retine sst1KO è diventata simile a quella nelle retine WT (piccolo riquadro nella Fig. 
7B). 
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Marcatura TUNEL e DAPI nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO dopo 1h, 3h o 6h di trattamento in 
condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia 
Ciascun pannello mostra la marcatura TUNEL (al centro), la marcatura TUNEL trattatata a soglia via 
software (a destra) e la marcatura DAPI (a sinistra). (A), (B) e (C) rappresentano la retina ischemica WT 
dopo 1h, 3h e 6h d’incubazione in condizioni d’ischemia, rispettivamente. Si nota come la quantità di 
marcatura TUNEL nell’ONL, INL e GCL aumenta all’aumentare del periodo d’incubazione in condizioni 
d’ischemia. (D) Mostra una retina sst1KO dopo 1h d’ischemia. In questo caso, la quantità di marcatura 
TUNEL sembra essere ridotta in tutti gli strati nucleari rispetto alla retina ischemica WT trattata per 1h in 
condizioni d’ischemia (A). Al contrario, dopo 1h d’ischemia la marcatura TUNEL nelle retine sst2KO (E) è 
simile a quella che si osserva nelle retine WT trattate nelle stesse condizioni (A). (F) Mostra sezioni marcate 
con TUNEL (metà a destra di ciascuna micrografia) e con DAPI (metà a sinistra) ottenute da retine WT, 
sst1KO ed sst2KO incubate per 3h in condizioni di controllo. Si nota l’asssenza di marcatura TUNEL. 
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Fig. 7 
Analisi quantitativa della marcatura TUNEL/DAPI nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO in condizioni 
d’ischemia 
(A) Analisi quantitativa della marcatura TUNEL/DAPI nell’ONL, INL, GCL per il calcolo della percentuale di 
morte neuronale nelle retine WT dopo 1, 3 o 6h di trattamento in condizioni d’ischemia. *p<0.05, e **p<0.001 
vs i rispettivi valori ad 1h; § p<0.001 vs i rispettivi valori a 3h (ANOVA seguita dal post-test di Tukey). (B) 
Analisi quantitativa TUNEL/DAPI per il calcolo della percentuale di morte neuronale nell’ONL, INL e GCL 
delle retine WT, sst1KO e sst2KO dopo 1h di trattamento in condizioni d’ischemia. * p<0.001 vs WT (ANOVA 
seguita dal post-test di Tukey). Piccolo riquadro in B: marcatura TUNEL/DAPI nell’ONL, INL e GCL dopo 
3h di trattamento ischemico nelle retine WT (grigio chiaro) ed sst1KO (grigio scuro). Gli istogrammi 
rappresentano la media±S.E.M. con valori di n compresi tra 20 ed 80. 
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5.2.  Espressione della caspasi-3 nel modello ischemico 
Come mostrato in Fig. 8A, l’RT-PCR ha dato un prodotto di amplificazione di 136 bp, 
corrispondente al peso molecolare del prodotto di amplificazione dell’mRNA della caspasi-3 che ci 
siamo attesi. Nei campioni ottenuti a partire dalle retine WT incubate in condizioni di controllo per 
1h, 3h o 6h, abbiamo osservato livelli d’espressione dell’mRNA della caspasi-3 simili (Fig 8B, 
colonne nere). Rispetto ai controlli, nelle retine trattate in condizioni d’ischemia (Fig 8A e B 
colonne grigie) il livello d’espressione è aumentato significativamente dopo 1h (circa il 30%), 
mentre è risultato significativamente ridotto dopo 3h ed assente dopo 6h. E’ noto, infatti, che nelle 
fasi tardive dell’apoptosi si ha una degradazione delle componenti cellulari, ed in particolar modo 
degli acidi nucleici. In accordo con altri studi sulle retine ischemiche, (Casson et al., 2004; Agardh 
et al., 2006), il livello dell’mRNA della ciclofillina B utilizzata da noi come standard interno è 
risultato simile nelle retine incubate in condizioni di controllo ed in quelle incubate in condizioni 
d’ischemia. 
Per studiare se l’apparente, seppur parziale, protezione dalla morte cellulare osservata mediante la 
marcatura TUNEL/DAPI nelle retine ischemiche sst1KO rispetto alle retine WT era accompagnata 
da differenze anche per quanto riguarda markers apoptotici, mediante RT-PCR semiquantitativa 
abbiamo investigato l’espressione della caspasi-3 nelle retine WT ed sst1KO trattate per 1h in 
condizioni ischemiche, in quanto la marcatura TUNEL aveva mostrato che le retine sst1KO erano 
protette dalla morte cellulare soltanto fino ad 1h. Sia nelle retine WT che sst1KO, sono stati ottenuti 
prodotti di amplificazione di 136 bp (caspasi-3, Fig. 8C). Il confronto semiquantitativo dei prodotti 
amplificati ha dimostrato una riduzione molto significativa (circa 65%) del livello dell’mRNA della 
caspasi-3 nelle retine sst1KO rispetto alle retine WT (Fig. 8D). 
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Fig. 8 
Analisi del livello dell’mRNA della caspasi-3 mediante RT-PCR semiquantitativa nelle retine WT ed 
sst1KO in condizioni di controllo e d’ischemia 
(A) Immagine rappresentativa del gel ottenuto dalla RT-PCR per la caspasi-3 nelle retine ischemiche WT 
dopo 1, 3 o 6h di trattamento, utilizzando come standard interno l’mRNA della ciclofillina B. L’RT-PCR ha 
dato prodotti amplificati di 136 paia di basi e di 216 paia di basi, corrispondenti all’mRNA della caspasi-3 e 
della ciclofillina B, rispettivamente. La banda del controllo (indicata con “C”), che deriva dalle retine incubate 
per 1h in condizioni di controllo, rimane simile dopo 3h o 6h (n=3, dato non mostrato). (B) Come mostrato 
dalle misure di densità ottica (OD), il livello dell’mRNA della caspasi-3 nelle retine WT incubate in condizioni 
di controllo (colonne nere) sono simili in tutti gli intervalli testati. Al contrario, il livelllo dell’mRNA della 
caspasi-3 è più elevato dopo 1h d’ischemia e significativamente minore dopo 3h (colonne grigie. *p<0.001 vs 
i rispettivi valori in condizioni di controllo, ANOVA seguito dal post-test di Tukey, n=3 per ciascun 
istogramma). Dopo 6h d’ischemia, l’mRNA della caspasi-3 non si osserva più. (C) Mostra un’immagine 
rappresentativa del gel ottenuto nella RT-PCR per la caspasi-3 dopo 1h di trattamento in condizioni 
d’ischemia nelle retine WT ed sst1KO. Il livello dell’mRNA della ciclofillina B è simile nelle retine WT ed 
sst1KO e inoltre è simile a quanto si osserva in condizioni di controllo (dato non mostrato). (D) Si nota che 
dopo 1h d’ischemia l’espressione dell’mRNA della caspasi-3 nelle retine sst1KO è significativamente 
inferiore a quella che si osserva nelle retine WT. *p<0.0001 vs il valore nei WT, test-t di Student appaiato, 
n=5 sia per WT che per sst1KO. MW=peso molecolare. 
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5.3.  Immunoistochimica nel modello ischemico 
L’immunomarcatura delle retine WT incubate in condizioni di controllo non è stata diversa da 
quella che è stata ottenuta in condizioni normali, cioè senza alcun tipo di trattamento. Al contrario, 
abbiamo osservato una grande eterogeneità della risposta al trattamento ischemico in ragione della 
popolazione neuronale retinica che abbiamo osservato. Sulla base del diverso grado di permanenza 
dei markers immunoistochimici in risposta all’ischemia nelle retine WT, i marker 
immunoistochimici che abbiamo preso in esame possono essere raggruppati in quattro classi: 
I) markers il cui pattern d’espressione non ha mostrato variazioni dopo 1, 3 o 6h. 
II) markers che hanno mostrato graduali scomparsa dopo 1, 3 e 6h. 
III) markers che sono scomparsi completamente o quasi dopo 3 o 6h. 
IV) markers che sono scomparsi dopo 1h. 
La Classe (I) ha compreso l’arrestina dei coni (identifica i coni retinici, Zhu et al., 2002) ed il 
trasportatore-1 dell’acido γ-amminobutirrico (GAT-1) (identifica principalmente le cellule 
amacrine nella retina di mammifero, Casini et al., 2006). Nei nostri esperimenti abbiamo marcato i 
coni retinici utilizzando un anticorpo diretto contro l’arrestina. Abbiamo notato che fino anche a 6h 
di trattamento in condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia non si sono verificati apparenti 
cambiamenti nel pattern di immunomarcatura, dell’intensità e del numero dei coni immunopositivi 
(Fig. 9A). In maniera simile, anche usando anticorpi diretti contro il GAT-1 (Fig. 9B) non abbiamo 
ossservato cambiamenti in condizioni di controllo e d’ischemia. Una possibile riduzione 
dell’intensità dell’imunomarcatura per il GAT-1 è stata osservata qualche volta nello strato 
plessiforme esterno (IPL) dopo 6h d’ischemia, sebbene non in tutti i campioni che abbiamo 
esaminato. 
La Classe (II) ha incluso la β-tubulina (identifica le cellule ganglionari, Cui et al., 2003), la 
tirosina idrossilasi (TH) (l’enzima per la sintesi di dopamina e che è contenuto in una popolazione 
di cellule amacrine distribuita in maniera sparsa, Wulle & Schnitzer, 1989), e la proteina chinasi C 
(PKC) (identifica le cellule bipolari dei bastoncelli, Greferath et al., 1990). Come mostrato in Fig 
9C, nei nostri esperimenti abbiamo osservato che i somi delle cellule ganglionari immunopositive 
alla β-tubulina, ed i processi nell’IPL, erano presenti sia nelle retine di controllo che in quelle 
ischemiche. Tuttavia, sebbene il trattamento ischemico apparentemente non ha influenzato la 
presenza dei somi cellulari, ha invece determinato una consistente riduzione della densità delle fibre 
contenenti β-tubulina nell’IPL, rispetto a quanto abbiamo osservato nei controlli. 
L’immunomarcatura per la TH nelle retine di controllo (Fig. 9D) è stata individuata in somi che si 
distribuivano in maniera sparsa, ed in fibre varicose nella zona distale dell’IPL. In aggiunta, dei 
processi immunopositivi alla TH sono stati osservavti nella zona centrale dell’IPL e nell’INL, in 
entrambi i casi diretti verso l’OPL (frecce in fig. 9D). Dopo 1 o 3h di trattamento in condizioni 
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d’ischemia, abbiamo ancora osservato la presenza dei corpi cellulari immunopositi; tuttavia, i 
processi nella zona distale dell’IPL hanno perso le varicosità mentre le fibre nella zona centrale 
dell’IPL o nell’INL/OPL non si sono più osservate. Nelle retine trattate per 6h in condizioni 
d’ischemia, le fibre immunopositive alla TH nell’IPL si sono molto ridotte, sebbene siano stati 
ancora osservati somi immunopositivi. In condizioni di contttrollo l’immunoreattività alla PKC è 
risultata presente nelle cellule bipolari dei bastoncelli (Fig. 9E) ed invariata fino a 6h. In condizioni 
d’ischemia, invece, già dopo 1h di trattamento l’intensità dell’immunofluorescenza si è molto 
ridotta e solo numero molto ristretto di somi è rimasto ancora visibile sebbene apparentemente non 
sia stata osservata una riduzione della densità degli assoni e dei terminali assonali. Una 
caratteristica osservata è stata l’evidente rigonfiamento del segmento distale degli assoni delle 
cellule bipolari dei bastoncelli (frecce in Fig. 9E). Dopo 3 e 6h di trattamento in condizioni 
d’ischemia, l’immunomarcatura dei dendriti, dei somi e degli assoni delle cellule bipolari dei 
bastoncelli è risiltata ulteriormente ridotta. I terminali assonali immuroeattivi alla PKC nell’IPL 
sono rimasti comunque visibili e sono apparsi di maggior diametro rispetto quelli che erano stati 
osservarti nelle retine di controllo, sebbene l’intensità dell’immunofluorescenza fosse molto ridotta. 
La Classe (III) ha incluso una particolare proteina G (Gγ13) (che è espressa dalle cellule bipolari 
ON, Huang et al., 2003) e la SRIF (che è espressa da una popolazione sparsa di cellule amacrine, 
(Brecha, 2003; Casini et al., 2005; Thermos, 2003). Nei nostri esperimenti, numerose cellule 
bipolari ON sono risultate immunoreattive per la Gγ13 (Fig. 9F) in condizioni di controllo, e 
l’immunomarcatura è rimasta invariata fino a 6h. Dopo 1h d’ischemia, la porzione distale di queste 
cellule ha mostrato ancora l’immureattività per la Gγ13, mentre la marcatura degli assoni e dei 
terminali delle cellule bipolari è risultata molto più debole rispetto ai controlli. Dopo 3h d’ischemia, 
solo una banda d’immunomarcatura è rimasta nell’OPL e dopo 6h d’ischemia l’immunoreattività 
alla Gγ13 non è stata praticamente più osservata. Nelle retine di controllo, le cellule amacrine 
contenenti SRIF hanno presentato una distribuzione sparsa (dato non mostrato) ed inoltre abbiamo 
osservato dei processi varicosi immunomarcati per la SRIF nella zona distale dell’IPL (Fig. 9G). 
Dopo 1h di trattamento in condizioni d’ischemia, i somi immunoreattivi per la SRIF non sono stati 
più osservati, e solo poche fibre immunomarcate sono state ancora osservate nell’IPL. Infine, 
trattamenti più lunghi in condizioni d’ischemia hanno abolito completamente l’mmunoreattività per 
la SRIF. 
La Classe (IV) ha incluso la calbindina (una proteina legante Ca2+ che caratterizza le cellule 
orizzontali, Pochet et al., 1991), il MAb115A10 (caratterizza le cellule bipolari ON, Greferath et 
al., 1990), la CaBP5 (un’altra proteina legante Ca2+ che è espressa da tre diverse popolazioni 
neuronali di cellule bipolari, Ghosh et al., 2004) e la colina acetiltransferasi (ChAT) (l’enzima che 
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sintetizza acetilcolina, e che si trova in due popolazioni speculari di cellule amacrine e cellule 
amacrine distribuite in maniera spiazzata, Haverkamp & Wassle, 2000). L’immunomarcatura per i 
markers della classe IV è stata ossevata nelle appropriate popolazioni neuronali retiniche in 
condizioni di controllo (Fig.10A, B, C, D a sinistra) e si è mantenuta invariata anche dopo 6h di 
trattamento. Dopo 1h di trattamento in condizioni d’ischemia, invece, nessun marker della classe IV 
è stato più osservato (Fig. 10A, B, C, D a destra). 
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Fig. 9 
Markers immunoistochimici delle classi (I), (II) e (III), nelle retine WT dopo 1h, 3h e 6h di trattamento 
in condizioni di controllo e d’ischemia 
Della classe (I) (A) l’arrestina dei coni marca i coni retinici mentre (B) il GAT-1 marca le cellule amacrine. 
Della classe (II) (C) la β-tubulina marca le cellule ganglionari mentre (D) la TH marca le cellule amacrine 
dopaminergiche e (F) la PKC marca le cellule bipolari dei bastoncelli. Le frecce in (D) indicano i processi 
varicosi immunopositivi per la TH individuati nella zona centrale dell’IPL e nella zona dell’INL diretti verso 
l’OPL, nei controlli. Le frecce in (E) indicano il deterioramento della marcatura, che inizia ad osservarsi nella 
parte prossimale degli assoni delle cellule bipolari già dopo 1h di trattamento ischemico. 
Della classe (III) (F) il Gγ13 marca le cellule bipolari ON mentre (G) la SRIF marca le fibre delle cellule 
amacrine. Barra di calibrazione: 20µm. 
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Fig. 10 
Markers immunoistochimici appartenenti alla Classe IV nelle retine WT dopo 1h in condizioni di 
controllo ed in condizioni d’ischemia 
Immagini rappresentative dell’immunomarcatura osservata nelle retine WT in condizioni di controllo (a 
sinistra) e dopo 1h d’ischemia (a destra). In condizioni di controllo l’immunomarcatura è stata localizzata 
dove ci si attendeva ed inoltre è rimasta invariata sino a 6h di trattamento in condizioni di controllo. Già dopo 
1h di trattamento in condizioni d’ischemia si nota che i markers della classe IV non sono più osservabili. (A) 
Cellule orizzontali marcate con la calbindina. (B) Cellule bipolari marcate con il MAb115A10. (C) Cellule 
bipolari marcate con la CaBP5. (D) Cellule amacrine e fibre contenenti ChAT. Barra di calibrazione: 20µm 
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Dopo aver fatto la caratterizzazione immunoistochimica della risposta all’ischemia delle varie 
popolazioni neuronali nella retina WT, abbiamo studiato la risposta all’ischemia nelle retine sst1KO 
ed sst2KO. Anche nelle retine KO, la localizzazione dei vari marker immunoistochimici che 
abbiamo testato in condizioni di controllo era del tutto simile a quella osservata in assenza di 
qualsiasi trattamento. Inoltre, cosi come osservato nelle retine WT, anche nelle retine KO il 
trattamento ischemico ha indotto risposte differenti nelle diverse popolazioni neuronali considerate. 




Anticorpo I Controllo WT sst1KO sst2KO 
Arrestina dei coni (1h) +++ +++ +++ +++ 
GAT-1 (1h) +++ +++ +++ +++ 
Β-tubulina (1h) +++ ++ ++ ++ 
TH (1h) +++ ++ +++ +++ 
PKC (1h) +++ ++ +++ + 
Gγ13 (1h) +++ +/- +/- +/- 
SRIF (1h) +++ +/- +/- +/- 
Calbindina (1h) +++ - - - 
MAB115A10 (1h) +++ - +/- - 
CaBP5 (1h) +++ - ++ - 
ChAT (1h) +++ - - - 
 
Tab. 5 
Tabella riassuntiva della presenza/assenza dei markers immunoistochimici nelle retine WT, sst1KO 
ed sst2KO dopo 1h d’ischemia 
I markers evidenziati in giallo sono quelli in cui è stata osservata una differenza nel grado di permanenza tra 
WT, sst1KO e/o sst2KO. “+++” indica un’immagine simile a quella ottenuta nei controlli; “++” indica una 
piccola ma evidente riduzione dell’intensità dell’immunofluorescenza e/o delle strutture cellulari (processi o 
somi) immunomarcate; “+” indica una forte riduzione dell’intensità dell’immunomarcatura o delle strutture 
cellulari immunomarcate; “+/-“ indica l’esistenza di una limitata quantità di materiale immunomarcato; “-“ 
indica l’assenza dell’immunofluorescenza. 
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Anticorpo I Controllo WT sst1KO sst2KO 
TH (3h) +++ ++ +++ +++ 
PKC (3h) +++ + ++ +/- 
CaBP5 (3h) +++       - + - 
TH (6h) +++ + +++ +++ 
PKC (6h) +++ +/- + - 
CaBP5 (6h) +++ - +/- - 
 
Tab. 6 
Tabella riassuntiva della presenza/assenza dei markers immunoistochimici nelle retine WT, sst1KO 
ed sst2KO dopo 3h o 6h d’ischemia 
In tutti casi riportati in tabella sono state osservate differenze tra WT, sst1KO e/o sst2KO per quanto 
concerne il grado di permanenza dei markers in esame. “+++” indica un’immagine simile a quella ottenuta 
nei controlli; “++” indica una piccola ma evidente riduzione dell’intensità dell’immunofluorescenza e/o delle 
strutture cellulari (processi o somi) immunomarcate; “+” indica una forte riduzione dell’intensità 
dell’immunomarcatura o delle strutture cellulari immunomarcate; “+/-“ indica l’esistenza di una limitata 




In particolare, nel confronto tra WT e KO, abbiamo osservato differenze consistenti nella risposta 
all’ischemia per quanto riguarda l’immunoreattività per la TH e per tre marker differenti delle 
cellule bipolari, quali PKC, MAb115A10 e CaBP5, mentre per gli altri marker presi in esame non 
abbiamo osservato differenze significative tra la risposta ischemica dei KO e quella dei WT. La Fig. 
11 mostra che nelle retine sst1KO ed sst2KO l’immunomarcatura per la TH si è preservata senza 
sostanziali modifiche fino ad almeno 3h di trattamento ischemico. Quindi, mentre nelle retine WT 
abbiamo osservato una consistente perdita dei processi varicosi immunomarcati per la TH (Fig. 
11A), nelle retine sst1KO (Fig. 11B) ed sst2KO (Fig. 11C) abbiamo osservato un pattern delle fibre 
immunomarcate per la TH apparentemente inalterato e del tutto simile a quello che era stato 
osservato in condizioni di controllo. Una situazione simile è stata osservata anche sino a 6h di 








Immunomarcatura per la TH nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO, in condizioni di controllo e dopo 1h e 
3h di trattamento in condizioni d’ischemia 
Diversamente da quanto si osserva nelle retine (A) WT, la marcatura delle fibre immunomarcate per la TH 





Per quanto riguarda l’immunomarcatura per la PKC, rispetto alle retine WT (Fig.12A) abbiamo 
osservato che le cellule bipolari dei bastoncelli nelle retine sst1KO sono risultate meno suscettibili 
all’insulto ischemico sia dopo 1h che dopo 3h di trattamento (Fig. 12B). Infatti, dopo 1h d’ischemia 
le cellule bipolari dei bastoncelli delle retine sst1KO non hanno mostrato il rigonfiamento dei loro 
assoni distali, che era stato invece un fenomeno caratteristico nelle cellule bipolari dei bastoncelli 
delle retine WT dopo 1h d’ischemia. Inoltre, dopo 1h e 3h di trattamento in condizioni d’ischemia, 
l’intensità dell’immunomarcatura per la PKC è rimasta notevolmente più forte nelle retine sst1KO 
rispetto alle retine WT. Nelle retine sst2KO (Fig. 12C), al contrario, dopo 1h o 3h d’ischemia, 
l’immunomarcatura per la PKC è risultata difficilmente rilevabile, poiché molto meno intensa 
rispetto alle retine WT nelle stesse condizioni. Anche dopo 6h di trattamento in condizioni 
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d’ischemia, l’immunomarcatura per la PKC nelle retine sst1KO si è preservata maggiormente 
rispetto a quella nelle retine WT, mentre dopo 6h d’ischemia nelle retine sst2KO 






Immunomarcatura per la PKC nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO in condizioni di controllo e dopo 1h 
o 3h di trattamento in condizioni d’ischemia 
Rispetto alle retine (A) WT, la marcatura nelle cellule bipolari dei bastoncelli delle retine (B) sst1KO sembra 
essere meno degradata dall’ischemia mentre (C) nelle cellule bipolari dei bastoncelli delle retine sst2KO è 
molto più degradata. Barra di calibrazione: 20µm. 
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In modo simile a quanto era stato osservato nelle retine WT (Tab. 5), l’immunoreattività per il 
MAb115A10 nelle retine sst2KO è scomparsa già dopo 1h di trattamento ischemico. Al contrario, 
dopo 1h d’ischemia una debole immunomarcatura è risultata ancora presente nell’OPL delle retine 
sst1KO nella zona dei dendriti delle cellule bipolari che esprimono il MAb115A10 (dato non 
mostrato, Tab. 5). Nessun soma, assone o terminale assonale è stato invece osservato nell’IPL. 
Dopo 3 o 6h di trattamento ischemico, l’immunoreattività per il MAb115A10 è risultata 
completamente assente in tutte le retine esaminate. Dopo 1h di trattamento ischemico, 
l’immunomarcatura per la CaBP5 è risultata assente nelle retine WT (Fig. 13A) ed sst2KO (Fig. 
13C), mentre, al contrario, nelle retine sst1KO abbiamo osservato ancora una forte 
immunomarcatura per la CaBP5 nei somi, nei dendriti, negli assoni e nei terminali assonali (Fig. 
13B). Dopo 3h di trattamento in condizioni d’ischemia, i somi delle cellule bipolari, i dendriti ed i 
terminali assonali sono risultati ancora osservabili nelle retine sst1KO (Fig. 13B e Tab. 6). Dopo 6h 









Immunomarcatura per la CaBP5 nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO in condizioni di controllo e dopo 
1h o 3h di trattamento in condizioni d’ischemia 
Diversamente dalle retine (A) WT ed (C) sst2KO, nelle retine (B) sst1KO le cellule immunopositive per la 
CaBP5 sono ancora presenti dopo 1h di trattamento in condizioni d’ischemia e, in minima parte, 
l’immunoreattività per la CaBP5 è ancora osservabile dopo 3h di trattamento in condizioni d’ischemia. Barra 
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L’immunomarcatura per il recettore sst2A è stata investigata per verificare se il recettore sst2A 
fosse ancora presente nelle retine WT ed sst1KO dopo il trattamento ischemico. Sia nelle retine WT 
che sst1KO, l’immunomarcatura per il recettore sst2A in condizioni di controllo è risultata invariata 
rispetto a quella indicata in condizioni normali, cioè senza alcun trattamento, ed è stata in linea con 
quanto osservato in altri lavori (Casini et al., 2004; Cristiani et al., 2002b). Come mostrato in Fig. 
14, dopo 1h d’ischemia, l’immunomarcatura del recettore sst2A è risultata fortemente ridotta, 
soprattutto nelle cellule bipolari dei bastoncelli, dove in aggiunta è risultato difficile il 
riconoscimento della morfologia cellulare. Tuttavia, in condizioni ischemiche l’immunomarcatura è 
apparsa maggiormente presente nelle retine sst1KO rispetto alle retine WT. L’immunomarcatura 
per il recettore sst2A nelle cellule amacrine non è sembrata invece in alcun modo influenzata dal 







Immunomarcatura per il recettore sst2A nelle retine WT ed sst1KO dopo 1h di trattamento in 
condizioni di controllo e d’ischemia 
(A) L’immunomarcatura del recettore sst2A nelle retine WT in condizioni di controllo. Un pattern simile 
d’immunomarcatura si osserva anche nelle retine sst1KO di controllo. (B) Mostra la marcatura nelle 
retine WT dopo 1h d’ischemia mentre (C) mostra la marcatura nelle retine sst1KO dopo 1h d’ischemia. 
Si nota che in condizioni d’ischemia si ha una riduzione dell’immunomarcatura del recettore sst2 che, 




5.4.  Rilascio di glutammato nel modello ischemico 
Nell’ipotesi che una maggior protezione dalla morte neuronale mediata dal recettore sst2 nelle 
retine sst1KO rispetto alle retine WT si correlasse ad una riduzione del rilascio di glutammato, in 
questo nostro lavoro abbiamo voluto studiare il rilascio di glutammato nelle retine WT ed sst1KO in 
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condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia. Come mostrato in Fig. 15A, nelle retine WT 
incubate in condizioni di controllo abbiamo misurato dei valori di rilascio di glutammato 
extracellulare pari a 0.29±0.04 µg/ml dopo 1h, 0.39±0.03 µg/ml dopo 3h e 0.43±0.02 µg/ml dopo 
6h. I valori da noi misurati non hanno presentato differenze significative e inoltre erano compresi 
nell’intervallo delle misure ottenute in studi precedenti sulla retina di topo (Dal Monte et al., 
2003a). Nelle retine WT, un incremento di circa tre volte rispetto ai valori misurati in condizioni di 
controllo è stato misurato nelle retine trattate per 1h in condizioni d’ischemia. Un ulteriore 
incremento è stato osservato dopo 3 e 6h d’ischemia (Fig. 15A). Per verificare se l’apparente 
riduzione della morte neuronale dovuta al trattamento ischemico che era stato osservato nelle retine 
sst1KO rispetto alle retine WT fosse concomitante a differenze nel tasso di rilascio del glutammato, 
abbiamo confrontato i valori del rilascio di glutammato misurati nelle retine WT trattate per 1h e 3h 
in condizioni di controllo e d’ischemia con i valori misurati nelle retine sst1KO trattate nelle stesse 
condizioni. In conzioni di controllo abbiamo registrato valori del rilascio di glutammato 
comparabili nelle retine WT ed sst1KO incubate per 1 e 3h (dato non mostrato). Al contrario, come 
mostrato in Fig. 15B, abbiamo registrato delle differenze nel caso in cui le retine sono state trattate 
in condizioni ischemiche. In particolare, nelle retine sst1KO l’incremento del rilascio di glutammato 
dopo 1h o 3h di trattamento ischemico, calcolato rispettto a quanto misurato in condizioni di 









Misura del rilascio di glutammato mediante HPLC ESI-MS nelle retine WT ed sst1KO dopo 1h, 3h o 6h 
di trattamento in condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia 
(A) Tasso di rilascio di glutammato nelle retine WT di controllo (colonne nere) ed ischemiche (colonne grige) 
dopo 1, 3 e 6h d’incubazione. Rispetto alla condizione di controllo, in condizioni d’ischemia si osserva un 
aumento dell rilascio di glutammato. In aggiunta, il rilascio di glutammato aumenta all’aumentare della durata 
del periodo d’incubazione in condizioni d’ischemia. *p<0.001 vs i rispettivi valori in condizioni di controllo; § 
p<0.001 vs il valore dopo 1h in condizioni d’ischemia (ANOVA seguita dal post-test di comparazione multipla 
di Tukey). Le colonne nell’istogramma rappresentano la media±S.E.M con n=3 in tutti i casi, eccetto nei 
controlli dopo 1h d’incubazione, in cui n=6. (B) Tasso di rilascio di glutammato nelle retine WT (colone nere) 
ed sst1KO (colonne grige) dopo 1h o 3h d’incubazione in condizioni d’ischemia. I valori sono calcolati come 
percentuale della misura ottenuta nei rispettivi controlli (linea tratteggiata). L’incremento del tasso di rilascio 
di glutammato nelle retine ischemiche sst1KO è significativamente inferiore rispetto a quello nelle retine WT. 
*p<0.001 vs i rispettivi valori nei WT (ANOVA seguita dal post-test di comparazione multipla di Tukey). Le 
colonne nell’istogramma rappresentano la media±S.E.M con n=3. 
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5.5.  Marcatura TUNEL/DAPI: effetti del trattamento farmacologico nelle retine 
WT ed sst1KO dopo 1h in condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia 
In questo lavoro, tramite l’analisi quantitativa TUNEL/DAPI abbiamo voluto caratterizzare l’effetto 
sul danno ischemico dopo 1h d’ischemia nelle retine WT ed sst1KO quando vengono trattate con 
farmaci in grado di attivare od inibire i recettori somatostatinergici. In particolare, abbiamo 
utlizzato farmaci di natura peptidica quali l’octrotide (un’agonista del recettore sst2, noto anche 
come SMS 201-995), la pasireotide (un analogo stabile della SRIF noto anche come SOM230, che 
si lega con elevata affinità ai recettori sst1, 2, 3, 5 ma che non si lega al recettore sst4) ed il 
cianamide (un’antagonista del recettore sst2, noto anche come D-Tyr8 CYN 154806) (Armani et al., 
2007; Cervia et al, 2005; Ludvigsen et al., 2007; Nunn et al., 2003; Olias et al., 2004; van der Hoek 
et al., 2004; Weckbecker et al., 2003). In aggiunta, abbiamo impiegato il peptide nativo SRIF-14 
come utile paragone per valutare l’effetto degli analoghi stabili della SRIF, i quali, notoriamente, 
presentano dei vantaggi per via della loro maggior stabilità sia in vivo che in vitro, rispetto al 
peptide nativo (Cervia & Bagnoli, 2007; Patel & Wheatley, 1983; Weckbecker et al., 2003). In tutti 
i casi, i farmaci sono stati utilizzati alla concentrazione 1µM, in quanto in precedenti lavori è stato 
dimostrato che è la concentrazione con cui si ottiene lo stato massimo di occupazione dei recettori 
della SRIF (Cervia et al., 2005; Weckbecker et al., 2003), ad esempio nel ratto e nel topo 
(Mastrodimou et al., 2005; Mastrodimou et al., 2006a; Mastrodimou et al., 2006b; Pavan et al., 
2004). Consistentemente con quanto osservato negli esperimenti descritti precedentemente, nelle 
retine WT (Fig. 16A) ed sst1KO (Fig. 16E) trattate per 1h in condizioni di controllo, in assenza di 
farmaci non abbiamo osservato marcatura TUNEL e, inoltre, osservando la marcatura DAPI non 
abbiamo rilevato la presenza di nuclei dalla morfologia picnotica. In presenza di ciascun farmaco 
nel mezzo d’incubazione in condizioni di controllo, la marcatura TUNEL/DAPI non è risultata 
differente da quella che si è ottenuto in assenza dei farmaci (dato non mostrato). Rispetto alla 
condizione di controllo, il trattamento in condizioni d’ischemia per 1h delle retine WT (Fig. 16B) 
ed sst1KO (Fig. 16F) in assenza dei farmaci ha indotto un significativo incremento della marcatura 
TUNEL ed è diventata inoltre evidente la presenza di nuclei dalla morfologia picnotica osservabili 
dalla marcatura DAPI, in tutti gli strati retinici (dato non mostrato). Consistentemente con i risultati 
degli esperimenti descritti in precedenza, la marcatura TUNEL è stata significativamente inferiore 
nelle retine sst1KO (Fig.16F) rispetto alle retine WT (Fig. 16B), come è risultato dall’analisi 
quantitativa (dato quantitativo non mostrato).  
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Fig. 16 
Marcatura TUNEL/DAPI nelle retine WT ed sst1KO dopo 1h di trattamento in condizioni di controllo 
ed in condizioni d’ischemia, in presenza ed in assenza dell’octreotide 
Immagini rappresentative della marcatura TUNEL: (A) Nelle retine WT incubate in condizioni di controllo si 
nota l’assenza della marcatura TUNEL. (B) Mostra la retina WT incubata in condizioni d’ischemia in assenza 
farmaci; si nota la presenza della marcatura TUNEL nell’ONL, INL e nel GCL. (C) In presenza dell’octreotide 
nel mezzo d’incubazione, nelle retine WT incubate per 1h in condizioni d’ischemia si nota una riduzione della 
marcatura TUNEL in tutti gli strati retinici rispetto a (B) mentre, al contrario, in presenza del (D) cianamide si 
nota un forte incremento della marcatura TUNEL. (E) Nella retina sst1KO incubata in condizioni di controllo 
si nota l’assenza della marcatura TUNEL. (F) Mostra la retina sst1KO in condizioni d’ischemia ed in assenza 
di farmaci; si nota l’incremento della marcatura TUNEL dopo 1h di trattamento ma, rispetto alle retine WT 
incubate nelle stesse condizioni (B), la marcatura TUNEL risulta minore in tutti gli strati retinici. (G) In 
presenza dell’octreotide nel mezzo d’incubazione, nelle retine ischemiche sst1KO si nota l’incremento della 
marcatura TUNEL in tutti gli strati retinici rispetto ad (F), similmente a quanto accade (H) in presenza del 
cianamide nel mezzo d’ischemia delle retine sst1KO. Barra di calibrazione: 20µm. 
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Rispetto alle retine ischemiche trattate in assenza di farmaci, in presenza dell’octreotide e della 
pasireotide, nelle retine WT abbiamo osservato una significativa riduzione della marcatura 
TUNEL/DAPI (e quindi della morte neuronale) in tutti gli strati retinici. In particolare, come 
mostrato in Fig. 16C e dall’analisi quantitativa in Fig. 17, in presenza dell’octreotide, nelle retine 
ischemiche WT abbiamo osservato la riduzione della marcatura TUNEL/DAPI nell’ONL, INL e 
GCL (circa 28%, 33% e 38%, rispettivamente). In presenza della pasireotide (Fig. 17) nelle retine 
ischemiche WT abbiamo osservato una significativa riduzione della morte neuronale nell’ONL, 
INL e GCL (circa 39%, 40% e 18%, rispettivamente). L’analisi quantitativa nelle retine ischemiche 
WT trattate con la SRIF-14 ha evidenziato una riduzione della marcatura TUNEL/DAPI 
limitatamente nell’ONL (circa 38%) (Fig. 17). La ridotta protezione dal danno ischemico osservato 
nelle retine trattate con la SRIF-14 potrebbe essere compatibile con la sua rapida degradazione (2-3 
minuti di emivita) che ne rende difficile l’impiego in ambito terapeutico (Cervia & Bagnoli, 2007; 
Patel & Wheatley, 1983; Weckbecker et al., 2003). Apparentemente inaspettati sono stati invece i 
risultati ottenuti nelle retine ischemiche sst1KO trattate con octreotide, pasireotide e con la SRIF-
14, poiché in esse abbiamo osservato un incremento della marcatura TUNEL/DAPI (e quindi della 
percentuale di neuroni in apoptosi) in tutti gli strari retinici. In particolare, come mostrato in Fig. 
16G e dall’analisi quantitativa di Fig.17, in presenza dell’octreotide abbiamo osservato un 
incremento significativo della marcatura TUNEL/DAPI nell’ONL, INL e GCL (circa 68%, 73% e 
184%, rispettivamente). Nelle retine ischemiche sst1KO, la pasireotide ha indotto un significativo 
incremento della marcatura TUNEL/DAPI nell’ONL, INL e GCL (circa 74%, 52% e circa 214%, 
rispettivamente) (Fig.17), così come è stato osservato un significativo incremento della morte 
neuronale indotta dalla SRIF-14 nell’ONL, INL, GCL (circa 38%, 122% e 159%) (Fig.17). Rispetto 
alla condizione ischemica in assenza di farmaci, e compatibilmente con quanto ci attendevamo, 
nelle retine ischemiche WT (Fig. 16D) ed sst1KO (Fig. 16H) incubate in presenza dell’antagonista 
del recettore sst2, il cianamide, abbiamo osservato un significativo incremento della marcatura 
TUNEL/DAPI. In particolare, come mostrato in Fig. 17, l’incremento della marcatura 
TUNEL/DAPI promosso dal trattamento con il cianamide nelle retine ischemiche WT è stato di 
circa 40%, 102% e 199%, rispettivamente nell’ONL, INL e GCL e di circa 92%, 65% e 71%, 
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Fig. 17 
Analisi quantitativa della marcatura TUNEL/DAPI nelle retine WT ed sst1KO dopo 1h di trattamento in 
condizioni d’ischemia, in presenza od in assenza di SRIF-14, pasireotide, octreotide e cianamide 
Percentuale di morte neuronale calcolata mediante l’analisi quantitativa della marcatura TUNEL/DAPI 
nell’ONL (in alto), INL (al centro) e nel GCL (in basso) delle retine ischemiche WT (colonne nere) ed sst1KO 
(colonne grigie) dopo 1h di trattamento in condizioni d’ischemia, in presenza della SRIF-14, pasireotide, 
octreotide, cianamide. I valori sono espressi in percentuale rispetto alla morte neuronale misurata nelle 
rispettive retine ischemiche in assenza di trattamento farmacologico (linea tratteggiata). *p<0.05, **p<0.01 e 
***p<0.001 vs i valori calcolati nelle rispettive retine dopo 1h d’ischemia in assenza di farmaci (ANOVA 
seguita dal post-test di Tukey). Gli istogrammi rappresentano la media±S.E.M. con valori di n compresi tra 




5.6.  Rilascio di glutammato: effetti dell’octreotide nelle retine ischemiche WT 
ed sst1KO dopo 1h di trattamento in condizioni d’ischemia 
Per verificare ulteriori evidenze del diretto coinvolgimento del recettore sst2 nella modulazione 
dell’effetto neuroprotettivo osservato nell’ischemia retinica, e per comprendere i meccanismi 
attraverso cui ciò si verifica, abbiamo voluto indagare la correlazione tra la modulazione 
farmacologica dell’effetto neuroprotettivo indotto dall’octreotide nelle retine ischemiche WT ed 
sst1KO dopo 1h d’ischemia, con il rilascio di glutammato. A tale scopo, mediante HPLC ESI-MSI, 
abbiamo misurato il rilascio di glutammato extracellulare nelle retine WT ed sst1KO incubate in 
condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia per 1h, in presenza o meno dell’octreotide. In 
accordo con quanto avevamo osservato negli esperimenti descritti in precedenza, in condizioni 
d’ischemia ed in assenza dell’octreotide, il rilascio di glutammato indotto nelle retine sst1KO è 
risultato inferiore a quello indotto nelle retine WT. Come riportato nell’istogramma di Fig. 18, 
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rispetto alla condizione ischemica in assenza di octreotide, la contemporanea presenza 
dell’octreotide nel mezzo d’ischemia ha indotto una significativa riduzione del livello di 
glutammato extracellulare (circa 22%) nelle retine WT (colonne nere) e, al contrario, un 






Misura del rilascio di glutammato mediante HPLC ESI-MS nelle retine WT ed sst1KO dopo 1h di 
trattamento in condizioni d’ischemia, in presenza od in assenza dell’octreotide 
Mostra il rilascio di glutammato misurato nelle retine ischemiche WT (colonne nere) ed sst1KO (colonne 
grigie) in presenza dell’octreotide. I valori nell’istogramma sono calcolati in percentuale rispetto al valore del 
glutammato rilasciato dalle rispettive retine ischemiche dopo 1h di trattamento in assenza dell’octrotide (linea 
tratteggiata). Si nota che in condizioni d’ischemia l’octreotide induce una significativa riduzione del rilascio di 
glutammato nelle retine WT, mentre nelle retine sst1KO induce un incremento significativo del rilascio di 
glutammato. *p<0.05, e **p<0.001 vs i valori del rilascio di glutammato misurati nelle rispettive retine 
ischemiche in assenza dell’octreotide (ANOVA seguita dal post-test di comparazione multipla di Tukey). Le 
colonne negli istogrammi rappresentano la media±S.E.M. con valori di n compresi tra 3 e 6. 
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5.7.  Studio del processo d’internalizzazione del recettore sst2 attraverso l’analisi 
immunoistochimica nelle retine WT ed sst1KO dopo 1h di trattamento in 
condizioni d’ischemia, in presenza od in assenza dell’octreotide. 
I segnali intracellulari regolati dai recettori GPCRs possono essere inibiti in seguito al processo 
d’internalizzazione del recettore, che può avvenire in risposta all’intensa e protratta attivazione del 
recettore con lo specifico agonista (Jean-baptiste et al., 2005; Liu et al., 2007; Lombardi et al., 
2004; Métayé et al., 2005). E’ noto che il recettore sst2 può essere soggetto ad internalizzazione 
(Gunn et al., 2006; Liu et al., 2007). Abbiamo voluto verificare l’eventuale implicazione del 
fenomeno d’internalizzazione nei meccanismi alla base dell’inaspettato effetto sulla sopravvivenza 
neuronale e sul rilascio di glutammato osservato nelle retine ischemiche sst1KO in seguito 
all’attivazione farmacologica del recettore sst2. Infatti, l’intenalizzazione del recettore sst2 
ridurrebbe la disponibilità del recettore sst2 sulla membrana plasmatica, determinando l’inversione 
dell’effetto neuroprotettivo. In questo lavoro abbiamo voluto studiare l’internalizzazione del 
recettore sst2 mediante un approccio immunoistochimico nelle retine WT ed sst1KO trattate per 1h 
in condizioni d’ischemia, in presenza od in assenza di octreotide. Come mostrato in Fig. 19, dopo 
1h di trattamento in condizioni d’ischemia in assenza di octreotide, la localizzazione 
dell’immunomarcatura per il recettore sst2 nelle cellule amacrine dopaminergiche di grandi 
dimensioni (maggior ingrandimento in ciascun riquadro) ed in quelle di piccole dimensioni (piccolo 
riquadro a minor ingrandimento in ciascun pannello) nelle retine WT (Fig. 19A) non è risultata 
differente da quella nelle retine sst1KO nelle stesse condizioni (Fig. 19C). In particolare, 
l’immunomarcatura per il recettore sst2 è stata osservata sulla membrana o vicino ad essa e, nel 
caso delle cellule amacrine di grandi dimensioni, è stata localizzata in parte anche nel citoplasma. 
Come osservato precedentemente, l’ischemia ha indotto una forte degradazione 
dell’immunomarcatura per il recettore sst2 nelle cellule bipolari dei bastoncelli che sono risultate 
così molto difficilmente analizzabili sia nelle retine WT che sst1KO. In presenza di octreotide, 
l’immunolocalizzazione del recettore sst2 nelle retine ischemiche WT (Fig. 19B) ed sst1KO 
(Fig.19D) è risultata ancora simile tra loro ed apparentemente invariata rispetto alla condizione 
ischemica in assenza di octreotide. 
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Immunofluorescenza per il recettore sst2 nello studio dell’internalizzazione nelle retine ischemiche 
WT ed sst1KO dopo 1h di trattamento, in presenza od in assenza dell’octreotide 
In assenza di trattamento con l’octreotide, nelle retine ischemiche (A) WT e (C) sst1KO, ed in maniera del 
tutto simile tra loro, l’immunomarcatura per il recettore sst2 risulta localizzata nei somi delle cellule amacrine 
di grandi dimensioni (riportate nei pannelli a maggior ingrandimento 40X) ed in quelli delle amacrine di 
piccole dimensioni (riportate nei pannelli a minore ingrandimento, 20X). In particolare l’immunomarcatura è 
risultata localizzata sulla membrana cellulare o vicino ad essa e, in certa misura, nelle amacrine di grosse 
dimensioni, anche nel citoplasma. Molto difficoltosa è risultata invece l’osservazione dell’immunomarcartura 
del recettore sst2 nelle cellule bipolari dei bastoncelli poiché molto degradata in seguito ad ischemia. In 
condizioni d’ischemia, il trattamento con octreotide non ha indotto variazioni della localizzazione 
dell’immunomarcatura del recettore sst2 nelle retine (B) WT e (D) sst1KO, sia nelle amacrine di grosse 
dimensioni che in quelle di piccole dimensioni. Barra di calibrazione 20µm. 
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5.8.  Studio del livello dell’mRNA della GRK1 e delle RGS1 nelle retine WT ed 
sst1KO dopo 1h di trattamento in condizioni d’ischemia, in presenza od in 
assenza dell’octreotide 
Oltre che dal processo d’internalizzazione, i segnali intracellulari regolati dai recettori GPCRs 
possono essere inibiti dal processo di desensitizzazione (Liu et al., 2007; Lombardi et al., 2004; 
Métayé et al., 2005). A tal proposito, è noto che il recettore sst2 può essere soggetto al processo di 
desensitizzazione (Gunn et al., 2006; Liu et al., 2007). Diverse ricerche hanno dimostrato che il 
processo di desensitizazione viene regolato da due famiglie di proteine ad attività chinasica: le 
GRKs e le RGSs (Larminie et al., 2004; Métayé et al., 2005; Ribas et al., 2007). In aggiunta, è stato 
dimostrato che nella retina dei vertebrati, tra cui uomo e topo, possono essere espresse le GRKs (de 
Almeida & Ventura, 2004; Krispel et al., 2006; Liu et al., 2005; Premont et al., 1994; Weiss et al., 
2001; Zhao et al., 1998) e le RGSs (Cabrera et al., 1998; Chen et al., 2003; Hu et al., 2001; 
Kereszetes et al., 2004; Krispel et al., 2006; Levay et al., 1999; Morgans et al., 2007; Rahman et al., 
1999; Zhang et al., 1999). Diverse ricerche suggeriscono che l’espressione delle GRKs e delle 
RGSs può variare, influenzando di conseguenza la risposta dei recettori accoppiati alle proteine G e 
quindi le risposte cellulari (Chen et al., 2006; Gros et al., 1997; Lombardi et al., 2004; Métayé et al., 
2005; Rockman et al., 1998; Shelat et al., 2006; Ungerer et al., 1997; Xu et al., 2007). Abbiamo 
voluto verificare l’eventuale implicazione del fenomeno della desensitizzazione nei meccanismi alla 
bese dell’incremento del danno neuronale e del rilascio di glutammato osservato nelle retine 
ischemiche sst1KO quando sono trattate con l’octreotide. Tramite RT-PCR e Real-Time RT-PCR 
abbiamo studiato l’espressione della GRK1 e della RGS1 nelle retine WT ed sst1KO trattate per 1h 
in condizioni di controllo od in condizioni d’ischemia, in presenza o meno di octreotide. Come 
mostrato in Fig. 20A, tramite RT-PCR nelle retine WT trattate per 1h in condizioni di controllo 
abbiamo ottenuto prodotti amplificati corrispondenti all’mRNA della GRK1 e della RGS1 attesi. 
Ugualmente, l’espressione dell’mRNA della GRK1 e della RGS1 è stata osservata anche nelle 
retine sst1KO trattate in condizioni di controllo (dato non mostrato). Tramite Real-Time RT-PCR 
condotta utilizzando SYBER Green, abbiamo voluto quantificare l’espressione relativa dell’mRNA 
della GRK1 e della RGS1 nel nostro sistema. Per tali motivi, i primers utilizzati sono stati 
inizialmente testati per generare una curva standard su un ampio intervallo di quantità di cDNA e 
per calcolare l’efficienza della Real-Time RT-PCR (Tab. 1), parametri, questi, notoriamente critici 
per una successiva e corretta quantificazione del livello dell’mRNA. In aggiunta, il livello 
dell’mRNA della GRK1 e della RGS1 sono stati normalizzati al gene utilizzato come standard 
interno stabile (Vandesompele et al., 2002). Come standard interno stabile nei nostri esperimenti 
abbiamo considerato l’mRNA dell’RPL13a, dopo aver verificato che la sua espressione non è 
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cambiata nelle differenti condizioni sperimentali. L’mRNA dell’RPL13a è stato indicato, infatti, 
come potenziale controllo interno stabile durante l’ischemia (Tian et al., 2007). Come mostrato in 
Fig. 20B, rispetto alla condizione di controllo (colonne nere), il trattamento delle retine WT per 1h 
in condizioni d’ischemia (colonne grige) ha indotto un marcato incremento del livello dell’mRNA 
della GRK1 e della RGS1 (circa 17 e 32 volte il livello osservato in condizioni di controllo, 
rispettivamente). L’incremento dell’espressione della GRK1 e della RGS1 nelle retine ischemiche 
sst1KO è stato molto simile a quello osservato nelle retine WT (dato non mostrato). Come mostrato 
in Fig. 20C, D, rispetto alla condizione d’ischemia in assenza dell’octreotide (colonne nere), il 
trattamento con octreotide (colonne grige) ha indotto una significativa riduzione del livello 
dell’mRNA della GRK1 (circa 47%) e della RGS1 (circa 70%) nelle retine WT. Diversamente, 
nelle retine ischemiche sst1KO, il trattamento con octreotide ha indotto una significativa riduzione 












Analisi mediante RT-PCR e Real-Time RT-PCR dell’mRNA della GRK1 e della RGS1 nelle retine WT ed 
sst1KO trattate per 1h in condizioni di controllo ed in condizioni d’ischemia, in presenza od in 
assenza dell’octreotide 
(A) Immagine rappresentativa del gel ottenuto nella RT-PCR condotta nelle retine WT trattate per 1h in 
condizioni di controllo. Vengono mostrati gli amplicifati corrispondenti all’mRNA l’mRNA del gene di controllo 
RPL13a (banda di 182 bp), della GRK1 (banda di 153 bp) e della RGS1 (banda di 153 bp). Prodotti simili 
sono stati ottenuti nelle retine sst1KO. (B) In condizioni di controllo (colonne nere), nelle retine WT il livello 
dell’mRNA della GRK1 e della RGS1 che si misura tramite Real-Time RT-PCR semiquantitativa è simile. 
Una situazione simile è stata osservata nelle retine di controllo sst1KO. L’ischemia (colonne grigie) in 
assenza dell’octreotide induce un significativo incremento del livello dell’mRNA della GRK1 e della RGS1 
nelle retine WT. Risultati del tutto simili simili sono stati ottenuti nelle retine sst1KO. Come calibratore per la 
misura della quantità relativa dell’RNA messaggero è stato considerato il livello della GRK1 nelle retine WT 
di controllo. *p<0.01 e **p<0,001 vs il rispettivo valore misurato in condizioni di controllo; ANOVA seguito dal 
test di comparazione multipla Newman-Keuls). (C) Rispetto al livello misurato in condizioni d’ischemia in 
assenza dell’octreotide (colonne nere), in presenza dell’octreotide (colonne grigie) si osserva una 
significativa riduzione del livello dell’mRNA della GRK1 nelle retine WT ed sst1KO. (D) In presenza 
dell’octreotide si osserva una riduzione significativa del livello dell’mRNA della RGS1 nelle retine ischemiche 
WT, mentre non si osservano effetti significativi nelle retine ischemiche sst1KO. Come calibratore per la 
misura della quantità relativa dell’RNA messaggero è stato considerato il livello della GRK1 (C) o della 
RGS1 (D) nelle retine ischemiche WT in assenza di octreotide.*p<0.01 e **p<0,001 vs i valori misurati nelle 
rispettive retine ischemiche in assenza di octreotide; ANOVA seguito dal test di comparazione multipla 
Newman-Keuls. Ciascuna colonna negli istogrammi rappresenta la media±S.E.M dei dati ottenuti da otto 
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6. DISCUSSIONE DELL’EFFETTO NEUROPROTETTIVO 
MEDIATO DAL RECETTORE SST2 
 
6.1.  Il modello in vitro d’ischemia retinica nel topo 
In questo lavoro abbiamo stabilito, per la prima volta, un affidabile modello chimico d’ischemia in 
vitro nella retina di topo. Questo modello, e le sue possibili varianti, potranno rivelarsi utili per 
investigare la risposta della retina alle condizioni ischemiche, utilizzando topi transgenici così come 




6.1.1.  Nel modello d’ischemia in vitro nel topo viene indotta neurodegenerazione per apoptosi 
nella retina 
Nelle retine ischemiche utilizzate nel nostro modello, la presenza della marcatura TUNEL, la 
presenza dei nuclei dalla morfologia picnotica evidenziati dalla marcatura DAPI, e l’incremento del 
livello dell’mRNA della caspasi-3 che abbiamo osservato dopo 1h di trattamento in condizioni 
ischemiche, suggeriscono che i neuroni retinici nel nostro modello in vitro muoiono per apoptosi e 
che tale effetto venga mediato, almeno in parte, dalla caspasi-3. Diverse evidenze, infatti, 
suggeriscono l’importante ruolo delle caspasi, tra cui la casapasi-3, nel processo di morte neuronale 
indotto dall’ischemia. In particolare, un incremento del livello dell’mRNA della caspasi-3 e la sua 
attività sono stati osservati in modelli d’ischemia nel cervello (Asahi et al., 1997; Chen et al., 1998; 
Namura et al., 1998; Ni et al., 1998). e nella retina (Dilsiz et al 2006; Harada et al., 2007; Katai & 
Yoshimura, 1999; Singh et al., 2001; Zheng et al., 2004) e sono state altresì fornite le evidenze che 
che nel sistema nervoso centrale, ed in particolar modo nella retina dei vertebrati, tra cui il topo, 
l’apoptosi indotta dall’ischemia può essere eseguita, almeno in parte, dalla caspasi-3 (Dilsiz et al 
2006; Harada et al., 2007; Katai & Yoshimura, 1999; Wang et al., 2004; Zheng et al., 2004). Nello 
studio da noi condotto abbiamo osservato un incremento del livello dell’mRNA della casapsi-3 
dopo 1h d’ischemia, seguito da una diminuzione. La risposta della caspasi-3 all’ischemia che 
abbiamo osservato è compatibile con precedenti osservazioni fatte in particolari modelli in vivo 
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d’ischemia e riperfusione retinica nel ratto, in cui è stato osservato che nelle fasi precoci del 
processo apoptotico si possono verificare dei picchi di maggiore espressione della caspasi-3 (Kim & 
Park, 2005; Lam et al., 1999; Singh et al., 2001; Yamamoto et al., 2006). Compatibilmente con i 
nostri risultati, la presenza della marcatura TUNEL, parallelamente all’attivazione della caspasi-3, è 
stata osservata in studi sull’ischemia retinica condotti in vivo nel topo (Harada et al., 2006) ed in 
modelli in vitro d’ischemia retinica, come ad esempio nella linea cellulare di ratto E1A.NR3 (Tezel 
& Wax, 1999). Nel nostro lavoro abbiamo osservato l’assenza della marcatura TUNEL e l’assenza 
dei nuclei dalla morfologia picnotica nella retina di topo dissezionata ed incubata in condizioni di 
controllo, fino anche a 6h d’incubazione. Diversamente dai nostri risultati, però, in un recente 
lavoro condotto mediante l’impiego di un modello d’ischemia retinica in vitro nel ratto, è stata 
osservata una significativa marcatura TUNEL nella retina di ratto dopo 6h d’incubazione delle 
coppe ottiche in condizioni di controllo (Mastrodimou et al., 2005). La ridotta sopravvivenza 
osservata nella retina di ratto incubata in condizioni di controllo rispetto a quanto abbiamo 
osservato noi nella retina di topo incubata nelle stesse condizioni, potrebbe essere dovuta a 
differenze intrinseche delle due specie (ratto vs topo), od a differenze dei preparati utilizzati (coppe 




6.1.2.   Effetti sulle diverse popolazioni neuronali retiniche nel modello in vitro d’ischemia che 
abbiamo prodotto: analisi immunoistochimica 
Nel nostro modello in vitro d’ischemia chimica nella retina abbiamo investigato la persistenza di 
alcuni noti marker immunoistochimici selezionati per le diverse popolazioni neuronali retiniche 
murine, al fine di ottenere indicazioni sul grado di resistenza di ciascuna di esse al danno indotto 
dall’ischemia. In precedenti studi in cui è stato utilizzato un modello in vitro d’ischemia chimica 
nella retina di ratto (Mastrodimou et al., 2005), è stato osservato che l’immunoreattività per la 
ChAT, la TH e la PKC scompare in seguito ad 1h di trattamento ischemico. Nel nostro modello 
d’ischemia nella retina di topo, invece, solamente la ChAT è scomparsa rapidamente in risposta 
all’ischemia, mentre l’immunorettività per la TH e per la PKC sono persistite per un tempo 
maggiore. La differente risposta all’ischemia osservata nei due modelli potrebbe essere dovuta a 
differenze tra le due specie, oppure potrebbe essere dovuta al fatto che nella soluzione ischemica 
utlizzata in Mastrodimou et al., 2005 era presente, oltre all’IAA, anche NaCN, un potente inibitore 
della catena respiratoria che non era presente, invece, nei nostri esperimenti. Nel nostro modello in 
vitro abbiamo osservato che i marker immunoistochimici delle diverse popolazioni neuronali da noi 
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esaminate mostrano un diverso grado di sensibilità al trattamento ischemico. Le evidenze di una 
regolazione differenziata di diversi marker neuronali in seguito all’ischemia sono state ottenute 
anche in altre ricerche. Ad esempio, in un modello in vivo d’ischemia e riperfusione retinica nel 
ratto, mediante l’analisi del livello dell’mRNA e mediante metodologie immunoistochimiche sono 
state ottenute le evidenze di una diversa risposta all’ischemia dei marker delle diverse popolazioni 
di cellule amacrine. In seguito all’ischemia, nel ratto è stato osservato un effetto differenziato anche 
sull’espressione delle varie subunità dei recettori AMPA del glutammato (Dijk et al., 2004a; Dijk & 
Kamphuis, 2004b), mentre in un modello in vivo di nel topo è stata osservata una regolazione 
differenziata dei recettori metabotropici del glutammato. Data la grande importanza del glutammato 
nei meccanismi alla base del processo apoptotico indotto dell’ischemia retinica (Arundine & 
Tymianski, 2003; Camacho & Massieu, 2006; Lipton, 1999; Louzada-Junior et al. 1992; Lucas & 
Newhouse 1957; Osborne et al., 2004; Won et al., 2002), la resitenza parziale al danno ischemico 
che hanno mostrato effettivamente alcune specifiche popolazioni neuronali potrebbe dipendere dalla 
quantità e dal tipo di recettori per il glutammato che ciascuna di essa esprime. A conferma di ciò, è 
interessante notare che sebbene le cellule amacrine dopaminergiche (sono le cellule contenenti TH, 
Wulle & Schnitzer, 1989) rispondano al glutammato, la densità dei recettori AMPA che esse 
contengono è inferiore rispetto a quella descritta per altre cellule amacrine e per le cellule 
ganglionari (Gabriel et al., 2002) le quali, infatti, nei nostri esperimenti risultano maggiormente 
afflitte dal danno ischemico. In aggiunta, sebbene la maggioranza dei neuroni retinici sono attivati 
da agonisti del glutammato a livello dei recettori ionotropici, le cellule bipolari ON (le quali 
comprendono le cellule bipolari dei bastoncelli che esprimono PKC) non rispondono a questi 
agonisti, in accordo con studi che dimostrano una scarsa espressione dei recettori ionotropici per il 




6.1.3.   Nel modello d’ischemia retinica in vitro nel topo viene indotto il rilascio di glutammato 
I dati che abbiamo ottenuto sul rilascio di glutammato sono in linea con l’ipotesi che una delle 
principali cause della morte neuronale dovuta all’ischemia è l’eccitotossicità da glutammato 
(Arundine & Tymianski, 2003; Camacho & Massieu, 2006; Lipton, 1999; Louzada-Junior et al. 
1992; Lucas & Newhouse 1957; Osborne et al., 2004; Won et al., 2002). Infatti, nel nostro modello 
abbiamo osservato che il livello di glutammato nel mezzo in cui vengono incubate le retine aumenta 
parallelamente con l’aumento dell’intensità (tempo d’incubazione) del trattamento ischemico. 
Abbiamo osservato che dopo 1h d’ischemia, si manifesta un incremento del rilascio di glutammato 
 93
                                                     Tesi di Dottorato              
e del livello d’espressione della caspasi-3. Compatibilmente con i nostri risultati è il fatto che in 
diverse ricerche condotte sul sistema nervoso centrale è stata precedentemente osservato che 
l’attivazione della caspasi-3 si correla al livello di glutammato extracellulare rilasciato dai neuroni 
che incorrono nel processo di apoptosi (Du et al., 1997; Tenneti & Lipton, 2000). In particolare, 
l’eccitotossicità da glutammato e d il pralalleo incremento dell’attività della caspasi-3 sono ritenuti 
alla base dei meccanismi della morte neuronale osservata nel topo in vivo ed in neuroni ippocampali 




6.2.  La modulazione degli effetti dell’ischemia mediata dal recettore sst2: i 
risultati ottenuti mediante l’utilizzo di topi sst1KO ed sst2KO 
 
 
6.2.1.  Meccanismi di protezione dall’ischemia nelle retine con sovraespressione e 
sovrafunzionalità del recettore sst2 
E’ noto che il recettore sst2 nella retina di topo è espresso nelle cellule bipolari dei bastoncelli, nelle 
cellule amacrine dopaminergiche (di grosse dimensioni) e nelle cellule amacrine glicinergiche (di 
piccole dimensioni) (Casini et al., 2004; Cristiani et al., 2002b). Inoltre, diverse ricerche hanno 
dimostrato che il recettore sst2 è maggiormente espresso ed è maggiormente funzionale nelle retine 
sst1KO rispetto a quelle WT (Bigiani et al., 2004; Cristiani et al., 2002b). Nei nostri esperimenti 
abbiamo osservato che il recettore sst2 permane in seguito al trattamento ischemico e che, inoltre, 
nelle retine sst1KO appare meglio conservato rispetto alle retine WT. In virtù di queste osservazioni 
possiamo supporre che le cellule retiniche negli sst1KO possono essere protette dall’ischemia per 
via  di due diversi meccanismi: 
Il primo meccanismo è legato al tasso di rilascio di glutammato, il cui incremento durante 
l’ischemia è responsabile della morte neuronale (Osborne et al., 2004). Sulla base di questo primo 
meccanismo è allora possibile ipotizzare che, in condizioni ischemiche, venga rilasciato meno 
glutammato dai neuroni delle retine sst1KO rispetto a quelli delle retine WT e che quindi il danno 
neuronale che consegue all’eccitotossicità nelle retine sst1KO risulta ridotto rispetto a quello nelle 
retine WT. Questa ipotesi è fortemente supportata dalla nostra osservazione che l’incremento del 
livello di glutammato extracellulare nelle retine ischemiche sst1KO è significativamente ridotto 
rispetto a quello osservato nelle retine ischemiche WT. In accordo con la nostra ipotesi, precedenti 
ricerche hanno riportato che la SRIF, agendo mediante il recettore sst2, è in grado di ridurre il 
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rilascio di glutammato dalla retina (Dal Monte et al., 2003a), e che la riduzione del rilascio di 
glutammato è più marcata nelle retine sst1KO rispetto alle retine WT (Bigiani et al., 2004). Questo 
meccanismo di neuroprotezione dovuto alla sovraespressione ed alla sovrafunzionalità del recettore 
sst2 è pertanto compatibile con la maggior sopravvivenza dei neuroni in tutti gli strati nucleari 
retinici. Per quanto riguarda il secondo possibile meccanismo per spiegare la neuroprotezione 
mediata dal recettore sst2, possiamo ipotizzare che alcune azioni neuroprotettive del sistema 
somatostatinegico potrebbero essere esercitate direttamente sulle cellule retiniche che esprimono il 
recettore sst2. In virtù di questo meccanismo, si può allora considerare una più forte azione nelle 
retine sst1KO, le quali sovraesprimono ed hanno una sovrafunzionalità del recettore sst2, rispetto 
alle retine WT, ad esempio sulle cellule bipolari dei bastoncelli e sulle cellule amacrine 
dopaminergiche e glicinergiche (Cristiani et al., 2002). 
Al momento possiamo proporre, quindi, che la maggior sopravvivenza neuronale mediata dal 
recettore sst2 dipende, almeno in parte, dalla riduzione del rilascio di glutammato e dall’azione 
neuroprotettiva diretta sulle cellue che esprimono il recettore sst2. Entrambi questi meccanismi, 
verrebbero promossi in quelle cellule che sovraesprimono il recettore sst2. Tali cellule potrebbero 
quindi meglio sostenere lo stress eccitotossico che, a sua volta, risulterebbe ridotto in tutta la retina 




6.2.2.  Effetti del trattamento farmacologico con con analoghi della SRIF nelle retine WT ed 
sst1KO dopo 1h d’ischemia 
 
Data l’importanza dei nostri risultati per lo sviluppo di future applicazioni in ambito terapeutico, 
abbiamo voluto studiare l’effetto sul danno ischemico ottenibile con l’utilizzo della SRIF-14 
(poiché si tratta del peptide nativo ed è pertanto un utile test di paragone in condizioni simili a 
quelle fisiologiche) e degli analoghi peptidici della SRIF stabili, come l’octreotide oppure la 
pasireotide, oppure l’antagonista del recettrore sst2, il cianamide (Armani et al., 2007; Cervia et al, 
2005; Ludvigsen et al., 2007; Nunn et al., 2003; Olias et al., 2004; van der Hoek et al., 2004; 
Weckbecker et al., 2003). I nostri risultati dimostrano che nelle retine WT gli agonisti farmacologici 
dei recettori della SRIF sono in grado di ridurre il danno neuronale dovuto all’ischemia, suggerendo 
e confermando la loro potenziale utilità in ambito terapeutico. Tra gli agonisti farmacologici 
impiegati, solamente il peptide nativo SRIF-14 ha avuto uno scarso effetto neuroprotettivo (induce 
la sopravvivenza neuronale solo nell’ONL). Il limitato effetto neuroprotettivo ottenuto con 
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l’impiego della SRIF-14 potrebbe tuttavia essere considerato compatibile con l’instabilità della 
SRIF-14, in accordo con la sua breve emivita (Cervia & Bagnoli, 2007; Patel & Wheatley., 1983; 
Weckbecker et al., 2003). Il fatto che in presenza dell’octreotide si osserva una maggior 
sopravvivenza neuronale in seguito ad ischemia nelle retine WT, mentre l’applicazione del 
cianamide promuove un peggioramento del danno dovuto ad ischemia, rafforza ulteriormente le 
evidenze dell’importanza del recettore sst2 nella modulazione dell’effetto neuroprotettivo e, in 
particolare, indica un coinvolgimento diretto del recettore sst2 nella modulazione dell’effetto 
neuroprotettivo. Questa conclusione è supportata anche da ricerche condotte in altri animali, come 
ad esempio il ratto, in cui è stato dimostrato che il danno indotto dall’ischemia nella retina può 
essere prevenuto dalla somministrazione di agonisti specifici per il recettore sst2 (Celiker & Ilhan, 
2002; Mastrodimou et al., 2005). Nei nostri esperimenti sulle retine WT abbiamo osservato che 
l’attivazione farmacologica del recettore sst2 con l’octreotide induce una riduzione del rilascio di 
glutammato, parallelamente ad una riduzione della percentuale di morte neuronale indotti 
dall’ischemia. Ciò rafforza la nostra ipotesi sulla possibilità che uno dei meccanismi attraverso cui 
il recettore sst2 induce un incremento della sopravvivenza neuronale in seguito ad ischemia nella 
retina possa essere la diretta inibizione del rilascio di glutammato indotta dal recettore sst2 ed 
aggiungono evidenze sul fatto che il meccanismo attraverso cui gli agonisti farmacologici inducono 
un effetto neuroprotettivo in condizioni d’ischemia coinvolge l’inibizione del rilascio di 
glutammato. Nelle retine sst1KO abbiamo osservato che il trattamento con gli agonisti 
farmacologici dei recettori della SRIF promuove un deciso incremento del danno neuronale indotto 
dall’ischemia in tutti gli strati retinici. Come discusso più dettagliatamente di seguito (paragrafo 
6.2.3), questa risposta apparentemente inaspettata che abbiamo osservato nelle retine sst1KO 
potrebbe tuttavia risultare compatibile con fenomeni di desensitizzazione/internalizzazione a carico 
del recettore sst2, già di per se sovraespresso e sovrafunzionale nelle retine sst1KO (Bigiani et al., 
2004). La desensitizzazione e l’internalizzazione possono essere infatti conseguenze di un’intensa e 
protratta attivazione dei recettori accoppiati alle proteine G indotta dal legame con il proprio 
specifico ligando (Jean-baptiste et al., 2005; Lombardi et al., 2004; Métayé et al., 2005). I fenomeni 
della desensitizzazione/internalizzazione a carico dei recettori della SRIF, e in particolare a carico 
del recettore sst2, sono stati descritti in precedenti ricerche. E’ noto, infatti, che il recettore sst2 
presente in una vasta tipologia di cellule, tra cui neuroni, può andare in contro al processo di 
desensitizzazione e/o internalizzazione quando attivato in maniera prolungata, ad esempio con 
octreotide (Gunn et al:, 2006) e talvolta tale processo può manifestarsi nel giro di pochi minuti (Liu 
et al., 2007). In quet’ottica, il marcato aumento della morte neuronale osservato nelle retine 
ischemiche sst1KO in seguito alla somministrazione di SRIF-14, nonostante l’instabilità del 
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peptide, potrebbe essere dovuto al fatto che nelle retine sst1KO, il recettore sst2, già di per sé 
sovrafunzionale (Bigiani et al., 2004) incorre molto rapidamente nel processo di 
desensitizzazione/internalizzazione, prima, quindi, che la degradazione della SRIF-14 sia molto 
avanzata. Oltre ad un peggioramento del danno indotto dall’ischemia in presenza dell’octreotide, 
nelle retine sst1KO abbiamo osservato un parallelo aumento del rilascio di glutammato. 
Considerando le evidenze da noi fornite sul fatto che il recettore sst2 media, almeno in parte, 
l’effetto neuroprotettivo attraverso la riduzione del rilascio di glutammato, l’ipotesi del 
coinvolgimento di fenomeni di desensitizzazione/internalizzazione del recettore sst2 nelle retine 
sst1KO, che limitano l’accoppiamento del recettore sst2 con le vie intracellulari da esso regolate, 
risulta compatibile con l’incremento del rilascio di glutammato e della morte neuronale osservato 
nelle retine ischemiche in presenza dell’octreotide. Infine, risulta compatibilmente con la nostra 
ipotesi di lavoro il fatto che antagonizzando il recettore sst2 con il cianamide, nelle retine 
ischemiche sst1KO, così come nelle retine ischemiche WT, si ottiene un incremento della morte 




6.2.3.  Le molecole coinvolte nella desensitizzazione omologa sono implicate nei meccanismi 
alla base dell’incremento della morte neuronale e del rilascio di glutammato indotti 
dall’ischemia che si osservano nelle retine sst1KO 
I fenomeni della desensitizizazione e dell’internalizzazione dei recettori accoppiati alle proteine G 
(GPCRs) sono stati osservati in diversi tessuti, tra cui il sistema nervoso centrale (Dunwiddie et al., 
1997; Maudsley et al., 2007; Pearson et al., 2001). Ad oggi si ritiene che le GRKs e le RGSs 
abbiano un ruolo fondamentale in tali processi (Jean-baptiste et al., 2005; Krispel et al., 2006; 
Larminie et al., 2004; Mètayè et al., 2005; Ribas et al:, 2007). Tuttavia, la distribuzione delle GRKs 
e delle RGSs nei vari tessuti delle diverse specie è in parte ancora poco chiara (Hollinger & Helper, 
2002; Métayé et al., 2005; Ribas et al., 2007; Sierra et al., 2002). Nei nostri esperimenti, abbiamo 
osservato l’espressione dell’mRNA della GRK1 nelle retine di topi WT, in accordo con le 
osservazioni di precedenti ricerche (Krispel et al., 2006; Liu et al., 2005; Lyubarsky et al., 2000; 
Weiss et al., 2001). Inoltre, abbiamo dimostrato, per la prima volta, che le retine con delezione 
genica del recettore sst1 esprimono l’mRNA della GRK1. In aggiunta, i nostri risultati dimostrano, 
per la prima volta, l’espressione nella retina dell’mRNA della RGS1 sia nei topi WT che sst1KO. 
Precedenti ricerche hanno dimostrato l’espressione della RGS1 in divesi tessuti, tra cui il sistema 
nervoso centrale (Grafstein-Dunn et al., 2001; Larminie et al., 2004; Moratz et al., 2004) ma non 
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ancora nella retina. Abbiamo dimostrato che 1h d’ischemia induce una variazione dell’espressione 
della GRK1 e della RGS1, che subiscono un incremento sia nelle retine WT che in quelle sst1KO. 
Possiamo ipotizzare che lo stress indotto dal trattamento ischemico induca una maggior espressione 
della GRK1 e della RGS1, determinando, quindi, un potenziale incremento della disponibilità di 
molecole coinvolte nei meccanismi di desensitizzazione omologa dei GPCRs, pronte per esplicare i 
propri effetti. In accordo con le nostre osservazioni, precedenti ricerche hanno dimostrato che la 
variazione dell’espressione delle GRKs talvolta è associata a diverse patologie, tra cui patologia 
ischemica (Lombardi et al., 2004, 2007; Métayé et al., 2005). La sovraespressione di alcune GRKs 
è stata documentata nell’ipertensione (Gros et al., 1997), nell’infarto (Ungerer et al., 1997), ed in 
modelli sperimentali d’ipertrofia cardiaca (Rockman et al., 1998). Recentemente è stato suggerito 
che anche l’espressione delle RGSs nel sistema nervoso centrale può essere influenzata da diverse 
condizioni, come ad esempio l’ischemia. In particolare, nel ratto e nel gerbillo, è stato dimostrato 
che l’ischemia cerebrale può indurre la morte neuronale per apotosi prevalentemente in 
conseguenza all’eccessivo rilascio di glutammato, ed è stato dimostrato che tale effetto può talvolta 
essere correlato all’aumento dell’espressione delle RGSs (Chen et al., 2006; Shelat et al., 2006; Xu 
et al., 2007). 
I risultati dei nostri esperimenti condotti nelle retine ischemiche WT dimostrano che allorché il 
recettore sst2 viene preso come bersaglio dell’azione del suo agonsita octreotide, parallelamente ad 
una riduzione della morte neuronale e ad una riduzione del rilascio di glutammato, si osserva 
l’inibizione dell’espressione delle molecole coinvolte nella desensitizzazione omologa dei GPCRs, 
nello specifico la GRK1 e la RGS1, suggerendo una riduzione della disponibilità di molecole 
potenzialmente coinvolte nella desensitizzazione omologa del recettore sst2. In maniera differente, 
invece, l’attivazione farmacologica del recettore sst2 con octreotide nelle retine ischemiche sst1KO 
promuove un incremento della morte neuronale, un incremento del rilascio di glutammato, 
parallelamente ad una riduzione della GRK1, lasciando invece invariata l’espressione della RGS1, 
la quale si mantiene a livelli elevati. In accordo con questa osservazione possiamo suggerire che la 
mancata inibizione dell’espressione della RGS1 sia implicata nei meccanismi alla base 
dell’incremento della morte neuronale e dell’incremento del rilascio di glutammato osservati nelle 
retine ischemiche sst1KO in presenza dell’octreotide. In quest’ottica, infatti, ipotiziamo che nelle 
retine ischemiche sst1KO trattate con octreotide permane un maggior livello di espressione di 
molecole coinvolte nella desensitizzazione, e quindi si presenta una condizione in cui si può più 
facilmente verificare la desensitizzazione omologa del recettore sst2, il quale, tra l’altro, risulta già 
di per se sovrafunzionale nelle retine sst1KO (Bigiani et al., 2004; Casini et al., 2005). L’ipotesi che 
il peggioramento della sopravvivenza neuronale che si osserva nelle retine sst1KO in seguito al 
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trattamento con octreotide sia conseguenza della desensitizzazione del recettore sst2 è in accordo 
con precedenti studi. In particolare, è stato osservato che il recettore A1 per l’adenosina 
nell’ippocampo di ratto media la protezione neuronale in condizioni d’ipossia. Tuttavia, la 
desensitizzazione del recettore A1 può avvenire in seguito all’incremento elevato e protratto 
dell’adenosina che accompagna l’ipossia/ischemia nel cervello, limitandone gli effetti 
neuroprotettivi (Coelho et al., 2006; Dunwiddie et al., 1997; Pearson et al., 2001). Occorre tuttavia 
considerare le evidenze dell’espressione nella retina di altre GRKs (de Almeida & Gomes, 2004; 
Krispel et al., 2006; Liu et al., 2005; Liu et al., 2007; Premont et al., 1994; Weiss et al., 2001; Zhao 
et al., 1998) e di altre RGSs (Cabrera et al., 1998; Chen et al., 2003; Faurobert et al., 1999; Hu et 
al., 2001; Kereszetes et al., 2004; Krispel et al., 2006; Levay et al., 1999; Morgans et al., 2007; 
Rahman et al., 1999; Zhang et al., 1999) che, oltre a quelle da noi prese in esame, potrebbero essere 
implicate nel meccanismo alla base dell’effetto indotto dall’octreotide in condizioni d’ischemia. 
Pertanto, suggeriamo in futuro la possibilità di utilizzare il nostro modello in vitro per studiare il 
conivolgimeno delle altre GRKs ed RGSs espresse nella retina. L’azione delle GRKs e delle RGSs 
è potenzialmente coinvolta anche nel meccanismo dell’internalizzazione (Jean-baptiste et al., 2005; 
Liu et al., 2007). Tuttavia, i risultati del nostro studio dimostrano che l’immunolocalizzazione del 
recettore sst2 nelle retine ischemiche WT ed sst1KO in presenza di octreotide non è diversa, e che 
in aggiunta non differisce dall’immunolocalizzazione che si osserva in assenza di octreotide, 
suggerendo, quindi, che la diversa risposta al trattamento con octreotide riscontrato nelle retine 
ischemiche WT rispetto a quelle sst1KO non implica il processo d’internalizzazione del recettore 
sst2. Ciò indica, quindi, che l’icremento della morte neuronale e del rilascio di glutammato indotto 
dall’octreotide in condizioni d’ischemia nelle retine sst1KO potrebbe essere dovuto al processo di 
desensitizzazione ma non al processo d’internalizzazione del recettore sst2. 
Oltre agli aspetti poc’anzi discussi, i nostri risultati dimostrano che che l’attivazione farmacologica 
del recettore sst2 è in grado di regolare l’espressione di molecole coinvolte nei meccanismi della 
desensitizzazione omologa come la GRK1 e la RGS1. Ciò si rivela utile in quanto la comprensione 
dei meccanismi che regolano le molecole impilicate nella desensitizizazione dei GPCRs è sempre 
più considerata fondamentale per comprendere meglio la genesi e la progressione di molte malattie 
e per individuare eventuali strategie terapeutiche volte a contrastarne gli effetti (Lombardi et al., 
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6.3.   Conclusioni dello studio sull’effetto neuroprotettivo mediato dal recettore 
sst2 nell’ischemia retinica 
La nostra ipotesi di lavoro è stata che la sovraespressione e la sovrafunzionalità del recettore sst2, 
come avviene nelle retine sst1KO, avrebbe determinato una protezione nei confronti del danno 
neuronale conseguente all’ischemia e che, al contrario, la mancanza del recettore sst2, come 
avviene nelle retine sst2KO, avrebbe intensificato il danno dovuto all’insulto ischemico. I dati 
sperimentali che abbiamo ottenuto sono, almeno in parte, in accordo con l’ipotesi di lavoro. In linea 
con la nostra ipotesi di lavoro abbiamo infatti dimostrato che le retine sst1KO sono in qualche 
modo protette dall’ischemia e che, inoltre, dopo il trattamento ischemico, in esse il recettore sst2 è 
permaso in misura apparentemente maggiore rispetto alla permanenza osservata nelle retine 
ischemiche WT. Al contrario dell’ipotesi iniziale di lavoro, però, la maggior intensità del danno 
indotto dall’ischemia che noi ci aspettavamo di osservare nelle retine prive del recettore sst2, in 
realtà non è stata osservata. La risposta delle retine sst2KO all’ischemia è stata molto variegata. 
Infatti, sebbene in generale i neuroni delle retine sst2KO mostrano un danno indotto dall’ischemia 
che è simile a quello indotto nelle retine WT, tuttavia le cellule amacrine dopaminergiche sembrano 
essere risparmiate dall’ischemia, proprio come si osserva nelle retine sst1KO mentre, al contrario, 
per quanto riguarda le cellule bipolari dei bastoncelli, nelle retine sst2KO si osserva un netto 
peggioramento in seguito ad ischemia, rispetto a quanto si osserva nelle retine WT. La nostra 
ricerca ha fornito le prove di un’azione neuroprotettiva diretta del recettore sst2 poichè I) un 
incremento della presenza e della funzionalità del recettore sst2 protegge dal danno ischemico, II) 
l’attivazione del recettore sst2 nelle retine WT con analoghi stabili della SRIF come l’octreotide e la 
pasireotide (e limitatamente anche la SRIF-14) protegge i neuroni retinici dalla morte indotta da 
ischemia, confermando e suggerendo l’utilità che analoghi stabili della SRIF, come octreotide e 
pasireotide, possono avere come validi agenti terapeutici in patologie retiniche neurodegenerative 
quali, ad esempio, il glacucoma e la retinopatia diabetica, III) l’antagonista del recettore sst2 induce 
l’incremento della morte neuronale nelle retine ischemiche. Abbiamo suggerito il fatto che 
l’attivazione farmacologica del recettore sst2 nelle retine in cui esso è invece già di per se 
sovraespresso e sovrafunzionale risulta dannosa poiché promuove il processo di desensitizzazione 
del recettore sst2, decretando un peggioramento della sopravvivenza neuronale all’ischemia. La 
nostra ricerca ha fornito le evidenze che i meccanismi attraverso cui il recettore sst2 protegge i 
neuroni retinci dalla morte indotta dall’ischemia include l’inibizione del rilascio di glutammato 
mediata dal rettore sst2. Tuttavia, abbiamo visto che la correlazione tra la 
sovraespressione/sovrafunzionalità del recettore sst2, l’effetto neuroprotettivo ed il rilascio di 
glutammato viene meno dopo 3h d’ischemia quando, infatti, in assenza di farmaci nelle retine che 
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sovraesprimono e che hanno una sovrafunzionalità del recettore sst2 la percentuale di morte 
cellulare risulta ormai simile a quella nelle retine WT mentre il rilascio di glutammato è ancora 
significativamente inferiore. Pertanto oltre all’inibizione del rilascio di glutammato, deve esserci un 
ulteriore livello di complessità nel meccanismo che lega l’azione funzionale del recettore sst2, 
all’effetto sulla sopravvivenza neuronale nell’ischemia retinica, che potrebbe essere rappresentata 
da un’azione neuroprotettiva mediata dal recettore sst2 direttamente in quelle stesse cellule che 
esprimono il recettore sst2. Infine, i nostri risultati dimostrano che la suscettibilità dei neuroni 
all’ischemia non dipende solo dal tipo e dalla quantità di input eccitatori ed inibitori mediati dai 
recettori per il glutammato e per il GABA di cui essi dispongono, ma anche dal tipo e dalla quantità 




7.  RISULTATI DELLO STUDIO SULL’AZIONE ANTIANGIOGENICA 
MEDIATA DAL RECETTORE SST2 
 
 
7.1.  Neoangiogenesi retinica nel modello di retinopatia proliferativa 
Nei nostri esperimenti condotti nei topi WT, sst1KO ed sst2KO, volti ad indagare se e come 
l’espressione del recettore sst2 modula la neovascolarizzazione/neoangiogenesi retinica, abbiamo 
osservato che negli animali allevati a concentrazioni di ossigeno del 75±2% tra il giorno PD7 ed il 
giorno PD12 sono scomparsi i capillari preesistenti e inoltre abbiamo notato che la retina periferica 
è rimasta vascolarizzata. Allorché dal giorno PD12 al PD17 gli animali sono stati riportati in 
atmosfera normossica, nelle retine WT e KO abbiamo osservato la rivascolarizzazione della zona 
centrale divenuta in precedenza avascolare, ed una marcata neovascolarizzazione al confine tra la 
zona centrale avascolare e la zona periferica vascolare. La Fig. 21 mostra il pattern della 
vascolarizzazione che abbiamo osservato nelle retine dissezionate e montate intere, appartenenti ad 
animali allevati in condizioni normossiche (Fig. 21A, B, C) oppure appartenenti ad animali allevati 
in condizioni d’ipossia (Fig. 21D, E, F), WT (Fig. 21A, D), sst1KO (Fig. 21B, E) ed sst2KO (Fig. 
21C, F). Confrontando la vascolarizzazione nelle retine di topi WT e KO allevati in condizioni 
normossiche, non abbiamo notato alcuna differenza significativa. Nelle retine di topi WT e KO 
allevati in condizioni ipossiche, abbiamo osservato la perdita dei vasi sanguigni nella zona centrale 
e la formazione di matasse di vasi aggrovigliati. Abbiamo stimato il grado di retinopatia nelle retine 
degli animali allevati in condizioni ipossiche, considerando il numero di matasse di vasi 
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aggrovigliati, l’estensione della tortuosità dei vasi e la presenza/assenza di emorragie. Da questa 
stima è emerso che le retine WT ed sst1KO sviluppano un grado simile di retinopatia, con una 
media di 4.4±0.33 e di 4.1±0.22, rispettivamente; al contrario, la stima del grado di retinopatia 
calcolato con gli stessi criteri nelle retine sst2KO è risultata significativamente più elevata 
(6.9±0.17) (Fig. 22A). In maniera simile, nessuna differenza significativa è stata osservata nel 
confronto tra le retine WT ed sst1KO per quanto riguarda la misura dell’area priva di capillari 
(3.7±0.65% e 4.9 ±0.44%, rispettivamente) mentre un incremento significativo di circa il 90% 
dell’area centrale priva di capillari è stato stimato nelle retine sst2KO (8.3%±0.15%) rispetto a 





Osservazione della rete vascolare mediante angiografia con fluoresceina-destrano nelle retine di topi 
WT, sst1KO ed sst2KO al giorno PD17, sottoposti a condizioni normossiche od ipossiche 
(A, D) WT, (B, E) sst1KO, (C, F) sst2KO. (A-C) Mostra le immagini ottenute da topi esposti a condizioni 
normossiche fino al giorno PD17. (D-F) Mostra immagini ottenute da topi esposti a condizioni di elevata 
concentrazione di ossigeno (75% ± 2%) dal PD7 al PD12 e successivamente allevati in normossia sino al 
giorno PD17; nelle retine di questi animali si manifesta la perdita dei capillari sanuguigni nella zona centrale 
della retina e la formazione di matasse di vasi molto aggrovigliati. Si nota che la perdita dei capillari 
sanuguigni nella zona centrale della retina e la formazione di matasse di vasi aggrovigliati è più evidente 
nelle retine (F) sst2KO rispetto alle retine (D) WT ed (E) sst1KO. Immagini ottenute con ingrandimento 4X. 
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Fig. 22 
Stima degli effetti dall’ipossia dall’analisi delle immagini ottenute con il metodo della fluoresceina-
destrano dalle retine WT, sst1KO ed sst2KO al giorno PD17 
(A) Il punteggio del grado di retinopatia nella zona di neoangiogenesi è significativamente superiore nelle 
retine sst2KO (6.9±0.17) rispetto alle retine WT (4.4±0.33) ed sst1KO (4.1±0.22). (B) L’area priva di capillari 
nella zona centrale della retina è significativamente maggiore nelle retine sst2KO rispetto alle retine WT ed 
sst1KO. Ciascuna colonna negli istogrammi rappresenta la media±S.E.M dei dati ottenuti da n= 12 campioni 
diversi per ogni gruppo sperimentale. *p<0.01, ANOVA seguito dal test di comparazione multipla Newman-
Keuls. 
 103
                                                     Tesi di Dottorato              
Un confronto qualitativo diretto tra i vasi retinici aberranti rivelati mediante angiografia con 
fluoresceina nelle retine di animali WT e KO, allevati in condizioni normossiche od ipossiche, è 
mostrato nelle immagini ad alta risoluzione acquisite a partire da sezioni traverse dei vasi retinici. 
(Fig.23) E’ possibile osservare che la presenza di strutture vascolari simili a matasse di vasi 
aggrovigliati è risultata presente nelle retine WT (Fig. 23C, D), sst1KO (Fig. 23E, F) ed sst2KO 
(Fig. 23G, H) esposte a condizioni ipossiche; al contrario, tali strutture non sono state osservate 






Sezioni trasversali delle retine WT, sst1KO ed sst2KO al giorno PD17, esposte a condizioni 
normossiche od ipossiche e perfuse con il metodo dell’angiografia con fluoresceina-destrano 
Le sezioni trasversali mostrano i vasi sanguigni marcati con il metodo della fluoresceina-destrano. (A) Retine 
normossiche WT; (C) retine ipossiche WT; (E) retine ipossiche sst1KO; (G) retine ipossiche sst2KO. Nel 
riquadro a maggior ingrandimento in (B) è evidenziata l’assenza dei matasse di vasi aggrovigliati nelle retine 
normossiche WT. Una situazione simile è stata osservata nelle retine normossiche KO. La presenza di 
matasse di vasi aggrovigliati si osserva (C, D) nelle retine ipossiche WT, (E, F) sst1KO ed (G, H) sst2KO. 
Barra di calibrazione: (A, C, E, G) 200µm (Immagini con obbiettivo 10X); (B, D, F, H) 100µm (immagini con 
obbiettivo 20X). 
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7.2.  Espressione dell’mRNA del recettore sst2 nel modello di retinopatia 
proliferativa 
Diverse ricerche hanno suggerito l’importanza del recettore sst2 come fattore in gardo di esercitare 
una protezione contro una patologica neonagiogenesi (Baldysiak-Figiel et al., 2004; Bruns et al. 
2000; Buscail et al. 1995, Danesi et al. 1997; Dasgupta 2004; Higgins et al., 2002). In questo nostro 
lavoro, tramite RT-PCR semiquantitativa abbiamo voluto studiare se e come l’espressione del 
recettore sst2 I) viene modulata dall’ipossia e, II) se e come l’espressione del recettore sst2 si 
correla a differenze nel grado di retinopatia indotto dall’ipossia ed al livello d’espressione dei fattori 
connessi all’angiogenesi. Come mostrato nel riquadro in alto di Fig. 24, con la tecnica di RT-PCR 
semiquantitativa nelle retine di topi WT ed sst1KO abbiamo ottenuto un prodotto amplificato di 76 
paia di basi, corrispondente all’amplificato che ci attendevamo per il recettore sst2 (Dal Monte et 
al., 2003b). In accordo con precedenti studi (Bigiani et al., 2004; Casini et al., 2005; Dal monte et 
al., 2003b), nelle retine di topi sst1KO allevati in condizioni normossiche abbiamo misurato un 
livello d’espressione del recettore sst2 significativamente superiore a quello nelle retine di topi WT 
esposti alle stesse condizioni (circa 160%). Nelle retine di topi WT ed sst1KO allevati in condizioni 
ipossiche non abbiamo osservato variazioni significative del livello dell’mRNA del recettore sst2 
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Fig. 24 
Analisi mediante RT-PCR semiquantitativa del livello dell’mRNA del recettore sst2 nelle retine WT ed 
sst1KO normossiche ed ipossiche 
Nel riquadro in alto: Immagine rappresentativa del gel ottenuto dalla RT-PCR. La banda dell’amplificato di 
76 paia di basi corrisponde all’mRNA del recettore sst2 ottenuto nelle retine WT ed sst1KO normossiche (N) 
ed ipossiche (H). Come standard interno è stato considerato l’mRNA della ciclofillina B (amplificato di 216 
paia di basi). Nell’istogramma: In condizioni normossiche (colonne bianche) il livello dell’mRNA del 
recettore sst2 nelle retine sst1KO è circa 160% più elevato di quello nelle retine WT. Rispetto al valore che si 
misura in condizioni normossiche, sia nelle retine WT che sst1KO, l’ipossia (colonne nere) non altera 
l’espressione dell’mRNA del recettore sst2. Ciascuna colonna nell’istogramma rappresenta la media±S.E.M 
dei dati ottenuti da otto campioni. Per ogni campione in ciascuna condizione sperimentale sono stati utilizzati 
gli mRNA estratti dai sei retine.*p<0.0001 vs i rispettivi valori nei WT; ANOVA seguito dal test di 




7.3.  Espressione dell’mRNA ed immunomarcatura del VEGF, VEGFR-1, e del 
VEGFR-2 nel modello di retinopatia proliferativa 
Diverse ricerche hanno suggerito una potenziale modulazione del VEGF e dei suoi recettori 
mediante il recettore sst2 (Baldysiak-Figiel et al., 2004; Carrere et al., 2005; Kumar et al., 2004). 
Tuttavia non è ancora stato caratterizzato se e come l’espressione del VEGF e dei suoi recettori si 
correla alla neoangiogenesi ed all’espressione del recettore sst2. In questo nostro lavoro, pertanto, 
tramite RT-PCR abbiamo voluto studiare se e come la variazione dell’espressione del recettore sst2 
influisce sull’espressione del VEGF, VEGFR-1, e del VEGFR-2, valutando poi la correlazione di 
tali effetti con il grado di retinopatia. Come mostrato nei riquadri in alto di Fig 25A, B, C, l’RT-
PCR semiquantitativa ha dato prodotti amplificati di 221, 201, e 198 paia di basi, che corrispondono 
all’mRNA del VEGF, del VEGFR-1 e del VEGFR-2, rispettivamente. Il livello dell’mRNA del 
VEGF, del VEGFR-1 e del VEGFR-2 che abbiamo misurato nelle retine di topi allevati in 
condizioni normossiche sono risultati simili nei WT e nei KO. L’esposizione degli animali alle 
condizioni ipossiche ha indotto un significativo incremento del livello dell’mRNA del VEGF (circa 
200%) (Fig. 25A), del VEGFR-1 (circa 55%) (Fig. 25B) e del VEGFR-2 (circa 90%) (Fig. 25C) nei 
WT. Anche nelle retine di animali sst1KO ed sst2KO l’esposizione a condizioni ipossiche ha 
indotto un aumento significativo del livello del VEGF, del VEGFR-1 e del VEGFR-2 ma, rispetto 
alle retine di topi WT esposti alle stesse condizioni, il livello del VEGF nelle retine sst1KO è 
risultato significativamente inferiore (circa il 40%) mentre nelle retine sst2KO è risultato 
significativamente più elevato (circa 50%) (Fig. 25A). Diversamente, il livello del VEGFR-1 e del 
VEGFR-2 nelle retine dei topi KO allevati in condizioni ipossiche è risultato simile a quello che si 
era misurato nelle retine WT nelle stesse condizioni (Fig. 25B, C). 
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Fig. 25 
Analisi mediante RT-PCR semiquantitativa dell’mRNA del VEGF, VEGFR-1 e del VEGFR-2 nelle retine 
WT, sst1KO ed sst2KO, in condizioni normossiche ed ipossiche 
Nei riquadri in alto di (A), (B), (C): Sono riportate immagini rappresentative dei gel ottenuti dalla RT-PCR. 
Sono stati ottenuti amplificati corrispondenti all’mRNA del (A) VEGF (banda di 221 paia di basi), (B) VEGFR-
1 (banda di 201 paia di basi), (C) VEGFR-2 (banda di 198 paia di basi) nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO, 
normossiche (N) ed ipossiche (H). In tutti i casi, come standard interno è stato considerato l’mRNA di S16 
(banda di 85 paia di basi). 
Negli istogrammi di (A), (B), (C): (A) In condizioni normossiche (colonne bianche), il livello dell’mRNA del 
VEGF nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO non differisce significativamente. L’ipossia (colonne nere) induce 
un significativo incremento del livello dell’mRNA del VEGF che raggiunge il valore massimo nelle retine 
sst2KO ed il valore minimo nelle retine sst1KO (*p<0.01 vs i valori misurati nelle rispettive retine 
normossiche; §p<0.05 vs i valori misurati nelle retine ipossiche WT; ANOVA seguito dal test di 
comparazione multipla Newman-Keuls). In condizioni normossiche (colonne bianche), il livello dell’mRNA del 
(B) VEGFR-1 e del (C) VEGFR-2, nelle retine WT non differisce significativamente da quello delle retine KO. 
L’ipossia (colonne nere) induce un incremento significativo del livello d’espressione del VEGFR-1 e del 
VEGFR-2 sia nelle retine WT che KO. Tuttavia, in condizioni ipossiche il livello d’espressione del VEGFR-1 e 
del VEGFR-2 nelle retine WT non è significativamente differente da quello nelle retine KO (*p<0.01 vs i valori 
misurati nelle rispettive retine normossiche, ANOVA seguito dal test di comparazione multipla Newman-
Keuls). 
Ciascuna colonna negli istogrammi rappresenta la media±S.E.M dei dati ottenuti da otto campioni. Per ogni 




Le conoscenze sulla localizzazione del VEGF e dei suoi recettori in condizioni fisiologiche ed in 
condizioni di neoangiogenesi nella retina di vertebrato non sono ancora del tutto chiare (Witmer et 
al., 2003). Inoltre, non è noto se e come l’espressione del recettore sst2 ha effetti sul pattern di 
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espressione del VEGF nella retina. Nei nostri esperimenti d’immunoistochimica, l’immunoreattività 
per il VEGF nelle retine WT esposte a condizioni normossiche è stata osservata in maniera 
preponderante nei coni e nell’OPL (Fig. 26A). Una più leggera immunofluorescenza è stata 
localizzata invece nel GCL ed in putative cellule bipolari dell’INL, le quali hanno mostrato la 
presenza di processi diretti verso l’IPL. Anche alcuni rari vasi nella retina interna hanno mostrato 
un’immunoreattività per il VEGF, sebbene estremamente affievolita. Lo stesso pattern 
d’immunomarcatura per il VEGF lo abbiamo osservato nelle retine KO esposte alle stesse 
condizioni (dato non mostrato). Nelle retine di animali WT (Fig. 26B) ed sst1KO (Fig. 26C) allevati 
in condizioni ipossiche, il livello complessivo d’immunoreattività per il VEGF è aumentato rispetto 
a quanto era stato osservato nelle rispettive retine in condizioni normossiche. In particolare, 
l’immunorettività per il VEGF è risultata molto più intensa nell’OPL, nel GCL e nei vasi sanguigni. 
Come mostrato in Fig. 26D, nelle retine sst2KO esposte a condizioni ipossiche, l’intensità 
dell’immunoreattività per il VEGF è risultata ancora più incrementata in confronto a quanto si era 
osservato nelle retine ipossiche WT ed sst1KO. Nelle retine normossiche WT e KO 
l’immunoreattività per il VEGFR-1 è stata localizzata principalmente nell’OPL e nel segmento 
esterno dei fotorecettori (Fig. 26E). Un’immunofluorescenza molto debole è stata inoltre rilevata in 
numerosi somi cellulari nell’INL e nel GCL. In aggiunta, alcuni vasi nella retina interna hanno 
mostrato un’affievolita immunoreattività. Rispetto alla condizione normossica, nelle retine di 
animali WT e KO allevati in condizioni d’ipossia, abbiamo osservato un evidente aumento 
dell’intensità dell’immunofluorescenza nei vasi ed in tutti gli strati retinici. L’incremento è apparso 
simile confrontando WT e KO (Fig. 26F, G, H). Come mostrato in Fig. 26I, nelle retine WT esposte 
a condizioni normossiche, l’imunoreattività per il VEGFR-2 è stata rilevata nei processi di putative 
cellule di Müller e, molto affievolita, in corpi cellulari nel GCL. Degli occasionali capillari 
sanguigni sono risultati leggermente marcati. Lo stesso pattern d’immunomarcatura è stato 
osservato nelle retine di animali KO esposti alle stesse condizioni (dato non mostrato). Rispetto a 
quanto osservato in condizioni normossiche, nelle retine WT e KO sottoposte a condizioni 
ipossiche abbiamo osservato un deciso e generalizzato incremento dell’intensità 
dell’immunomarcatura, ed un marcato aumento è stato osservato in particolare nei capillari retinici 
(Fig. 26J, K, L). La localizzazione dell’immunoreattività per il VEGFR-2 nelle cellule di Müller è 
stata confermata dai risultati dei nostri esperimenti di doppia marcatura condotti in combinazione 
con l’utlizzo di anticorpi primari diretti contro la glutammina sintasi (marcatore tipico delle cellule 
di Müller, Archer et al., 2004) (Fig. 27A, B, C). 
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Analisi immunoistochimica del VEGF, VEGFR-1 e del VEGFR-2 nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO 
normossiche ed ipossiche 
(A, B, C, D) Immunomarcatura del VEGF: (A) L’immunomarcatura del VEGF nelle retine normossiche WT 
è presente nei coni retinici, nell’OPL, nel GCL ed in putative cellule bipolari nell’ INL (frecce nella figura). Nei 
nostri esperimenti abbiamo anche osservato la presenza di rari vasi molto debolmente marcati per il VEGF. 
L’immunomarcatura del VEGF nelle retine normossiche sst1KO ed sst2KO non differisce da quella che si 
osserva nelle retine normossiche WT. L’immunomarcatura del VEGF nelle retine ipossiche (B) WT, (C) 
sst1KO e (D) sst2KO mostra un incremento dell’intensità generale dell’immunofluorescenza rispetto a quella 
che si osserva in condizioni normossiche e diviene chiaramente visibile in molti capillari retinici (punta di 
freccia nella figura). L’incremento è infine particolarmente evidente (D) nell’OPL e nel GCL delle retine 
sst2KO. 
(E, F, G, H) Immunomarcatura del VEGFR-1: (E) L’immunomarcatura del VEGFR-1 nelle retine 
normossiche WT è presente principalmente nell’OPL ed inoltre alcuni vasi sono leggermente immunomarcati 
(frecce nella figura). Una debole marcatura è presente in somi nell’INL e GCL. L’immunomarcatura del 
VEGFR-1 nelle retine normossiche sst1KO ed sst2KO nn differisce da quella che si osserva nelle retine 
normossiche WT. L’immunomarcatura per il VEGFR-1 ottenuta nelle retine ipossiche (F) WT, (G) sst1KO ed 
(H) sst2KO è simile tra loro, e rispetto alla condizione normossica è diventata evidente nell’INL, nel GCL e 
nella pareti dei capillari retinici (punte di freccia in F e G). 
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(I, J, K, L) Immunomarcatura del VEGFR-2: (I) L’immunomarcatura per il VEGFR-2 nelle retine 
normossiche WT è presente principalmente in alcuni processi verticali, probabilmente appartenenti alle 
cellule gliali di Müller e inoltre, seppur debolmente, è presente anche in corpi cellulari nel GCL. Nei nostri 
esperimenti abbiamo osservato anche occasionali capillari retinici. Nelle retine normossiche sst1KO ed 
sst2KO l’immunomarcatura per il VEGFR-2 non differisce da quella che si osserva nelle retine normossiche 
WT. Nelle retine ipossiche (J) WT, (K) sst1KO ed (L) sst2KO, l’immunomarcatura per il VEGFR-2 è simile tra 
loro e rispetto alla condizione normossica si nota un incremento generalizzato dell’intensità della 
fluorescenza. In particolare, un notevole incremento risulta evidente nei vasi sanguigni (frecce in J–L).  







Esperimenti di doppia marcatura per la verifica della localizzazione del VEGFR-2, IGF-1 e dell’IGF-1R 
nelle cellule di Müller 
(A), (B), (C) Esperimenti di doppia marcatura per il VEGFR-2: (A) Mostra l’imunomarcatura per il VEGFR-
2 mentre (B) mostra lo stesso campo ottico di (A) ma con in evidenza l’immunomarcatura per la glutammino 
sintasi. (C) Mostra la colocalizzazione del VEGFR-2 e della glutammino sintasi sui processi delle cellule di 
Müller. 
(D), (E), (F) esperimenti di doppia marcatura per l’IGF-1: (D) Mostra l’immunomarcatura per l’IGF-1 
mentre (E) mostra lo stesso campo ottico di (D) ma con in evidenza l’immunomarcatura per la glutammino 
sintasi. (F) Mostra la colocalizzazione dell’IGF-1 e della glutammino sintasi sui processi delle cellule di 
Müller. 
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(G), (H), (I) Esperimenti di doppia marcatura per l’IGF-1R: (G) Mostra l’immunomarcatura per     l’IGF-1R 
mentre (H) mostra lo stesso campo ottico di (G) ma con in evidenza l’immunomarcatura per la glutammino 
sintasi. (I) Mostra la colocalizzazione dell’IGF-1R e della glutammino sintasi sui processi delle cellule di 
Müller. 
In tutti i casi, le frecce mostrano la corrispondenza della marcatura nei processi delle cellule di Müller. Barra 




7.4.   Espressione dell’mRNA ed immunomarcatura dell’IGF-1 e dell’IGF-1R 
nel modello di retinopatia proliferativa 
E’ stato suggerito che il sistema somatostatinergico, ed in particolar modo il recettore sst2, è in 
grado di modulare l’espressione dell’IGF-1 (Lang, 2004; Murray et al., 2004). Ad oggi non è ancora 
completamente chiara la localizzazione dell’IGF-1 e dell’IGF-1R nella retina di vertebrato e 
neppure è noto se e come l’espressione di queste molecole viene modulata direttamente 
dall’espressione del recettore sst2. In questo nostro lavoro abbiamo voluto studiare se e come la 
variazione dell’espressione e dell’attivita del recettore sst2 può avere effetti sull’IGF-1 e sul suo 
recettore IGF-1R e, in aggiunta, come questo effetto si correla alla neoangigenesi indotta da ipossia. 
Negli esperimenti di RT-PCR semiquantitativa che abbiamo condotto nelle retine WT e KO esposte 
a condizioni normossiche, sono stati ottenuti amplificati di 351 e 161 paia di basi, corrispondenti 
all’mRNA dell’IGF-1 e dell’IGF-1R, rispettivamente (riquadri in alto in Fig. 28). Il livello 
dell’mRNA dell’IGF-1 nelle retine normossiche WT non è risultato significativamente differente da 
quello nelle retine sst1KO esposte alle stesse condizioni. Al contrario, nelle retine sst2KO esposte a 
condizioni normossiche il livello dell’mRNA dell’IGF-1 è risultato significativamente inferirore 
(circa 70%) (Fig. 28A). Rispetto al livello misurato in condizioni normossiche, la condizione 
ipossica non ha indotto variazioni del livello dell’mRNA dell’IGF-1 nelle retine WT ed sst1KO 
mentre, al contrario, nelle retine sst2KO ha indotto un deciso e significativo incremento del livello 
dell’IGF-1 che ha raggiunto valori simili a quelli misurati nelle retine WT ed sst1KO. Nelle retine 
di animali WT e KO allevati in condizioni normossiche, il livello dell’mRNA dell’IGF-1R non è 
risultato significativamente differente. La condizione d’ipossia ha indotto un significativo 
incremento dell’espressione dell’IGF-1R sia nelle retine WT che KO. Tuttavia, in condizioni 
ipossiche, rispetto alle retine WT, il livello dell’mRNA dell’IGF-1R è risultato inferiore nelle retine 
sst1KO (circa 40%) e significativamente superiore in quelle sst2KO (circa 40%) (Fig. 28B). 
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Fig. 28 
Analisi mediante RT-PCR semiquantitativa dell’mRNA dell’IGF-1 e dell’IGF-1R nelle retine WT, sst1KO 
ed sst2KO, in condizioni normossiche ed ipossiche 
Nei riquadri in alto di (A) e (B): Sono riportate le immagini rappresentative dei gel ottenuti dalla RT-PCR. 
Abbiamo ottenuto prodotti amplificati corrispondenti all’mRNA dell’(A) IGF-1 (banda di 351 paia di basi) e (B) 
dell’IGF1-R (banda di 161 paia di basi) nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO, normossiche (N) ed ipossiche 
(H). In tutti i casi, come standard interno è stato considerato l’mRNA di S16 (banda di 85 paia di basi). 
Negli istogrammi di (A) e (B): (A) In condizioni normossiche (colonne bianche), il livello dell’mRNA 
dell’IGF-1 nelle retine WT ed sst1KO è simile e significativamente superiore rispetto a quello che si misura 
nelle retine sst2KO. L’ipossia (colonne nere) non induce una significativa variazione del livello dell’mRNA 
dell’IGF-1 nelle reine WT ed sst1KO mentre nelle retine sst2KO induce un significativo incremento 
(‡p<0.001 vs i valori misurati nelle retine normossiche WT e **p<0.001 vs i rispettivi valori nelle retine 
normossiche; ANOVA seguito dal test di comparazione multipla Newman-Keuls). (B) In condizioni 
normossiche (colonne bianche), il livello dell’mRNA dell’IGF-1R nelle retine WT e KO è simile. L’ipossia 
(colonne nere) induce un significativo incremento del livello dell’mRNA dell’IGF-1R sia nelle retine WT che 
KO. Il livello massimo d’espressione dell’mRNA dell’IGF-1R si misura nelle retine sst2KO ed il minimo nelle 
sst1KO. (*p<0.01 vs i valori misurati nelle rispettive retine normossiche e §p<0.05 vs il valore misurato nelle 
retine ipossiche WT; ANOVA seguito dal test di comparazione multipla Newman Keuls). 
Ciascuna colonna negli istogrammi rappresenta la media±S.E.M dei dati ottenuti da otto campioni. Per ogni 




Come mostrato in Fig.29A, B, C, D, l’immunoreattività per l’IGF-1 è stata osservata in tutti gli 
strati retinici ed è risultata particolarmente prominente nell’OPL ed in alcuni somi cellulari collocati 
nel GCL. Nell’ONL abbiamo osservato la marcatura nei processi delle cellule di Müller, come 
conferamato dagli esperimenti di doppia marcatura condotti utilizzando in combinazione anticorpi 
diretti contro la glutammina sintasi (Fig. 27D, E, F). L’immunomarcatura per l’IGF-1 nelle retine 
WT esposte a condizioni normossiche (Fig. 29A a sinistra) è risultata simile a quella nelle retine 
sst1KO nelle stesse condizioni (dato non mostrato). Al contrario, l’intensità 
dell’immunofluorescenza nelle retine sst2KO in condizioni normossiche è apparsa drasticamente 
inferiore. In particolare, in condizioni normossiche, rispetto alle retine WT ed sst1KO, nelle retine 
sst2KO l’immunomarcatura nell’OPL è risultata simile mentre è apparsa molto ridotta in tutti gli 
altri strati retinici (Fig. 29A, a destra). L’esposizione a condizioni ipossiche non ha indotto evidenti 
modificazioni dell’immunomarcatura dell’IGF-1 nelle retine WT ed sst1KO (Fig. 29B, C) mentre 
ha indotto un notevole incremento nelle retine sst2KO (Fig. 29D) che, in aggiunta, è risultata 
pressocché identica alla marcatura osservata nelle retine WT ed sst1KO. 
Come mostrato in Fig. 29E, nelle retine degli animali WT esposti a condizioni normossiche, 
l’immunoreattività per l’IGF-1R è risultata prominente nell’OPL e sparsa nell’IPL. Una debole 
immunomarcatura è stata osservata nella zona medio-distale dell’INL a sottolineare molti somi 
cellulari. In aggiunta, abbiamo osservato una debole espressione dell’IGF-1R in cellule di Müller, 
come confermato dai nostri esperimenti di doppia marcatura condotti utilizzando in combinazione 
anticorpi diretti contro la glutammina sintasi (Fig. 27G, H, I). Infine, i capillari retinici hanno 
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mostrato un’immunoreattività per l’IGF-1R. Nelle retine KO esposte a condizioni normossiche 
abbiamo osservato lo stessa situazione (dato non mostrato). L’esposizione a condizioni ipossiche, 
ha indotto nelle retine WT (Fig. 29F), sst1KO (Fig. 29G) ed sst2KO (Fig. 29H) un significativo 
incremento dell’intensità dell’immunofluorescenza, che è apparso simile tra loro. In particolare, 
l’intensità dell’immunofluorescenza è aumentata in tutti gli strati retinici, soprattutto nell’IPL e nei 






Analisi immunoistochimica dell’IGF-1 e dell’IGF-1R nelle retine WT, sst1KO ed sst2KO normossiche 
ed ipossiche 
Immunomarcatura dell’IGF-1 (A, B, C, D): (A) Nelle retine normossiche WT (a sinistra) l’immunomarcatura 
dell’IGF-1 è localizzata in tutti gli strati ed è prominente nell’OPL ed in corpi cellulari nel GCL; inoltre, 
l’immunomarcatura è presente nei processi di putative cellule di Müller presenti nell’ONL. In condizioni 
normossiche, l’immunomarcatura per l’IGF-1 nelle retine sst1KO è simile, mentre è notevolemente ridotta 
l’intensità dell’immunofluorescenza nelle retine sst2KO (a destra), ad eccezione dell’OPL. In condizioni 
d’ipossia, l’immunomarcatura dell’IGF-1 nelle retine (B) WT, (C) sst1KO ed (D) sst2KO è simile a quella che 
si osserva nelle retine normossiche WT.  
Immunomarcatura dell’IGF-1R (E, F, G, H): (E) Nelle retine normossiche WT l’immunomarcatura è 
presente nell’OPL e debolmente nell’IPL. Sono inoltre marcate alcune cellule nella zona distale dell’INL e 
processi di putative cellule di Müller nell’ONL. I capillari retinici non mostrano immunomarcatura. Nelle retine 
normossiche sst1KO ed sst2KO l’immunomarcatura per l’IGF-1R è simile a quella che si osserva nelle retine 
normossiche WT. Nelle retine ipossiche (F) WT, (G) sst1KO ed (H) sst2KO, l’intensità 
dell’immunofluorescenza risulta simile e, rispetto alla condizione normossica, è incrementata in tutti gli strati 
retinici ed in maniera particolarmente evidente nell’IPL e nei processi delle putative cellule di Müller.Barra di 
calibrazione: 20µm. 
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7.5.  Espressione dell’mRNA di Ang-1, Ang-2, Tie-1 e Tie-2 nel modello di 
retinopatia proliferativa 
E’ stato osservato che l’equilibrio nell’espressione o nell’attività di fattori che promuovono la 
stabilizzazione della rete vascolare, come Ang-1 (Ang-1 agisce su Tie-2 e probabilmente su Tie-1), 
e di quelli che inducono la formazione dei nuovi vasi od il loro rimodellamento, come Ang-2 (Ang-
2 agisce su Tie-2), regola i fenomeni di neangiogenesi (Dumon et al., 1992; Park et al., 2003; 
Partanen et al., 1992; Saharinen et al., 2005; Sato et al., 1995). Tuttavia, non è noto se e come il 
sistema somatostatinergico, ed in particolar modo l’espressione del recettore sst2, regola questi 
fattori e come tutto ciò si può eventualmente correlare con il grado di retinopatia. Per comprendere 
questi aspetti, tramite RT-PCR semiquantitativa, abbiamo voluto studiare se e come l’alterazione 
dell’espressione del recettore sst2 è in grado di modulare l’espresione di Ang-1, Ang-2, Tie-1 e Tie-
2. Come mostrato nei riquadri in alto di Fig. 30A, B, C, D, l’RT-PCR semiquantitativa ha dato 
prodotti amplificati di 278, 375, 363 e 253 paia di basi, corrispondenti agli amplificati attesi per 
Ang-1, Ang-2, Tie-1, e Tie-2, rispettivamente. Nelle retine esposte a condizioni normossiche, il 
livello dell’mRNA di Ang-1 e Tie-1 è risultato simile nei WT e KO. Il livello dell’mRNA di Ang-2 
in condizioni normossiche, invece, è risultato significativamente superiore nelle retine sst2KO 
(circa 15%), mentre quello di Tie-2 è risultato significativamente superiore nelle retine sst1KO ed 
sst2KO (circa 40%), rispetto alle retine WT. Rispetto alla condizione normossica, l’esposizione a 
condizioni d’ipossia non ha indotto variazioni del livello dell’mRNA di Ang-1, sia nelle retine WT 
che sst1KO, ed ha invece determinato un decremento significativo nelle retine sst2KO (circa 20%). 
Rispetto a quanto osservato in condizioni normossiche, il livello di Ang-2 nelle retine di animali 
sottoposti a condizioni ipossiche è incrementato significativamente (circa 20%) nelle retine WT ed 
sst1KO, ma non nelle retine sst2KO. L’ipossia ha anche indotto un significativo incremento del 
livello dell’mRNA di Tie-1 nelle retine sst1KO (circa 20%) ed un decremento nelle retine sst2KO 
(circa 45%) mentre nelle retine WT non ha influenzato il livello di Tie-1. Infine, in condizioni 
d’ipossia, abbiamo osservato un significativo incremento del livello dell’mRNA di Tie-2 nelle 
retine WT (circa 15%) ed una significativa riduzione nelle retine sst2KO (circa 30%) mentre, al 









Analisi mediante RT-PCR semiquantitativa dell’mRNA di Ang-1, Ang-2, Tie-1, Tie-2 nelle retine WT, 
sst1KO ed sst2KO, in condizioni normossiche ed ipossiche 
Nei riquadri in alto di (A), (B), (C) e (D): Immagini rappresentative dei gel ottenuti dalla RT-PCR. Sono stati 
ottenuti amplificati corrispondenti all’mRNA di (A) Ang-1 (banda di 278 paia di basi), (B) Ang-2 (banda di 375 
paia di basi), (C) Tie-1 (banda 363 paia di basi) e (D) Tie-2 (banda 253 paia di basi) nelle retine WT, sst1KO 
ed sst2KO normossiche (N) ed ipossiche (H). In tutti i casi, come standard interno è stato utilizzato l’mRNA  
di S16 (banda di 85 paia di basi). 
Negli istogrammi di (A), (B), (C) e (D): (A) In condizioni normossiche (colonne bianche), il livello dell’mRNA 
di Ang-1 nelle retine WT e KO è simile. L’ipossia (colonne nere) non induce variazioni del livello dell’mRNA 
di Ang-1 nelle retine WT ed sst1KO, mentre si nota una significativa riduzione nelle retine sst2KO (*P<0.01 
vs i valori misurati nelle corrispettive retine normossiche; ANOVA seguito dal test di comparazione multipla 
Newman-Keuls). (B) In condizioni normossiche (colonne bianche), il livello dell’mRNA di Ang-2 nelle retine 
WT ed sst1KO è simile mentre risulta significativamente superiore nelle retine sst2KO. L’ipossia (colonne 
nere) induce un significativo incremento del livello dell’mRNA di Ang-2 sia nelle retine WT che sst1KO, che 
raggiunge valori simili a quelli misurati nelle retine normossiche sst2KO nelle quali, invece, non si osservano 
variazioni del livello di Ang-2 in seguito ad ipossia. (***p<0.00001 rispetto ai valori misurati nelle corrispettive 
retine normossiche; ‡‡ p<0.0001 rispetto alle retine normossiche WT; ANOVA seguito dal test di 
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comparazione multipla Newman-Keuls). (C) In condizioni normossiche (colonne bianche), il livello dell’mRNA 
di Tie-1 nelle retine WT e KO è simile. L’ipossia (colonne nere) non induce variazioni del livello dell’mRNA di 
Tie-1 nelle reine WT mentre induce un significativo incremento nelle retine sst1KO ed una significativa 
riduzione nelle retine sst2KO (**p<0.001 e ***p<0,0001 vs i valori misurati nelle corrispettive retine 
normossiche; ANOVA, seguito dal test di comparazione multipla di Newman Keuls). (D) Il livello dell’mRNA 
di Tie-2 in condizioni normossiche (colonne bianche) nelle retine sst1KO ed sst2KO è simile e 
significativamente più elevato rispetto a quello che si misura nelle retine WT. L’ipossia (colonne nere) induce 
un significativo incremento del livello dell’mRNA di Tie-2 nelle retine WT ed una significativa riduzione nelle 
retine sst2KO. Nelle retine sst1KO l’ipossia non induce significative variazioni del livello dell’mRNA di Tie-2 
(‡‡p<0.0001 vs i valori misurati nelle retine normossiche WT; *p<0.01 e ***p<0,00001 vs i valori misurati 
nelle corrispettive retine normossiche; ANOVA, seguito dal test di comparazione multipla di Newman Keuls). 
Ciascuna colonna nell’istogramma rappresenta la media±S.E.M dei dati ottenuti da otto campioni. Per ogni 




8.  DISCUSSIONE DELL’EFFETTO ANTIANGIOGENICO 
MEDIATO DAL RECETTORE SST2 
 
 
8.1.   Il modello di retinopatia proliferativa in animali transgenici con alterazioni 
del sistema somatostatinergico 
In molte patologie retiniche, la condizione ischemica, e soprattutto lo stato d’ipossia tissutale che ne 
consegue, è spesso associata ad un’anomala proliferazione di nuovi vasi (Bosco et al., 2005; 
Campochiaro, 2000; Kvanta, 2006; Takagi, 2007; Zhang & Ma, 2006;). Il sistema 
somatostatinergico è intensamente studiato come bersaglio in grado d’influenzare il processo di 
neoangiogenesi e già molte evidenze sperimentali suggeriscono che la SRIF, od i suoi analoghi, 
sono in grado d’inibire la proliferazione endoteliale agendo tramite il recettore sst2 (Baldysiak-
Figiel et al., 2004; Carrere et al., 2005; Danesi et al., 1997; Dasgupta 2004; Grant & Caballero, 
2005; Higgins et al., 2002; Kumar et al., 2004; Lang, 2004). Nella nostra ricerca volta a 
comprendere se e come l’espressione del recettore sst2 modula la neoangiogenesi, ed i meccanismi 
eventualmente coinvolti, abbiamo ricorso all’utilizzo di un noto modello sperimentale di 
neovascolarizzazione/neoangiogenesi retinica indotto da ipossia    (Casini et al., 2004; Casini et al.,  
2005; Dal Monte et al., 2003b).
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8.1.1.  Effetto dell’ipossia sui fattori associati alla neoangiogenesi nelle retine 
In accordo con studi precedenti (Kociok et al., 2007; Noda et al., 2005; Park et al., 2003; Robbins et 
al., 1998; Werdich et al., 2004; Witmer et al., 2003), i risultati del nostro lavoro condotto su topi 
WT dimostra che in conseguenza ad ipossia si ha un incremento dell’espressione di fattori 
proangiogenici quali il VEGF e dei suoi recettori VEGFR-1 e VEGFR-2, così come di Ang-2 e del 
recettore Tie-2 su cui agisce (Dumon et al., 1992; Park et al., 2003; Partanen et al., 1992; Saharinen 
et al., 2005). Ang-1 agisce sui recettori Tie-2 e Tie-1 favorendo la maturità e l’integrità vascolare, 
inibendo, quindi, la neoangiogenesi (Dumon et al., 1992; McCarthy et al., 1998; Park et al., 2003; 
Partanen et al., 1992; Saharinen et al., 2005; Sato et al., 1995); tuttavia, abbiamo visto nel nostro 
lavoro che l’ipossia non ha influenzato Ang-1, in accordo con quanto osservato in alcune precedenti 
ricerche, ad esempio nella retina umana, in cui la neoangiogenesi è stata indotta 
dall’ischemia/ipossia (Takagi et al., 2003). Diversamente dai nostri risultati però, occorre 
considerare che in un recente lavoro sulla retina di topo, è stato descritto un lieve incremento di 
Ang-1 in conseguenza ad ipossia (Kociok et al., 2007). I risultati dei nostri esperimenti 
indicherebbero, quindi, che in condizioni ipossiche si ha una maggior presenza del VEGF e dei suoi 
recettori che, parallelamente all’incremento dell’espressione di Ang-2, sposterebbe l’equilibrio del 
sistema dei fattori legati all’angiogenesi in favore della proliferazione endoteliale. I risultati che 
abbiamo ottenuto nelle retine WT dimostrano che l’espressione dell’IGF-1 nella retina non varia in 
seguito ad ipossia, mentre l’espressione del suo recettore IGF-1R incrementa in maniera 
significativa, in accordo con precedenti risultati nella retina di ratto, in cui è stato dimostrato che 
l’ipossia non induce variazioni del livello dell’mRNA dell’IGF-1 mentre, al contrario, induce un 
incremento del livello dell’mRNA dell’IGF-1R (Averbukh et al., 1998). Il fatto che il fenomeno 
della neovascolarizzazione non sia associato ad alterazioni del livello dell’mRNA dell’IGF-1 è stato 
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8.2.  Modulazione degli effetti dell’ipossia mediata dal recettore sst2: risultati 




8.2.1.  I dati sperimentali sono compatibili con l’ipotesi che il recettore sst2 è in grado di 
modulare l’inibizione della neoangiogenesi 
La nostra ipotesi di lavoro, secondo cui la modulazione del recettore sst2 può essere un importante 
meccanismo per l’inibizione della neoangiogenesi e per la regolazione dei fattori associati 
all’angiogenesi, è stata, almeno in parte, soddisfatta. Infatti, il nostro lavoro dimostra che la 
mancanza del recettore sst2 (come nelle retine sst2KO) si associa ad un maggior grado di 
retinopatia indotta dall’ipossia. Diversamente da quanto prospettato nella nostra ipotesi di lavoro, 
abbiamo però osservato che un’overespressione cronica del recettore sst2 (come nelle retine 
sst1KO) non è sufficiente ad attenuare la neoangiogenesi retinica indotta dall’ipossia. Tuttavia, la 
nostra riceca dimostra che l’espressione del recettore sst2 nella retina influenza in maniera 
differenziata l’espressione dei molteplici fattori associati all’angiogenesi, determinanando così 
l’eterogeneità della risposta angiogenica e potrebbe, quindi, determinare un’eterogeneità della 




8.2.2.  La modulazione dei fattori legati alla neoangiogenesi nelle retine con alterata 
espressione del recettore sst2 
I nostri dati dimostrano che l’incremento dell’espressione e dell’attività del recettore sst2 (come 
nelle retine sst1KO) riduce l’incremento del VEGF indotto dall’ipossia nella retina mentre la 
mancanza del recettore sst2 determina un maggior incremento del VEGF indotto dall’ ipossia. Data 
la grande importanza del VEGF come fattore pro-angiogenico (Gilbert et al., 1998, Kociok et al., 
2007; McLeod et al., 2002; Robinson et al., 2001; Werdick et al., 2004; Witmer et al., 2003), i 
nostri risultati suggeriscono, quindi, che la sovraespressione/sovrafunzionalità del recettore sst2 
potrebbe in qualche modo fornire alla retina una protezione contro la patologica proliferazione 
vascolare indotta dall’ipossia mentre, al contrario, abbiamo visto che con la perdita del recettore 
sst2 la retina manifesta un maggior grado di retinopatia in seguito ad ipossia. Una regolazione del 
VEGF da parte della SRIF è stata altresì suggerita in precedenti lavori (Carrere et al., 2005; Kumar 
et al., 2004) e, in particolare, è stato visto che nelle cellule dell’epitelio pigmentato retinico, 
l’impiego di agonisti del recettore sst2 inibisce l’induzione del VEGF (Sall et al., 2004). Tuttavia, 
occorre considerare che in una ricerca condotta sulle cellule endoteliali vascolari murine HECa10 in 
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coltura, la SRIF e l’octreotide non influenzano il rilascio extracellulare di VEGF (Lawincka et al., 
2000). 
I risultati dei nostri esperimenti dimostrano che l’ipossia induce un incremento del livello 
dell’mRNA dell’IGF-1R. La sovraespressione/sovrafunzionalità del recettore sst2 si correla ad una 
minor espressione dell’mRNA dell’IGF-1R indotto dall’ipossia mentre la perdita del recettore sst2, 
al contrario, si correla ad una maggiore espressione dell’IGF-1R. Ricerche condotte su cellule 
umane dell’epitelio pigmentato retinico ARPE-19 in coltura, hanno dimostrato che la SRIF e 
l’octreotide, tramite il recettore sst2, inibiscono la fosforilazione dell’IGF-1R ed inibiscono la 
conseguente sintesi del VEGF (Sall et al., 2004). Ciò suggerisce, quindi, la possibilità che la 
sovraespressione/sovrafunzionalità del recettore sst2 può inibire l’espressione del VEGF indotta 
dall’ipossia attraverso un’inibizione dell’incremento dell’espressione dell’IGF-1R. Al contrario, il 
forte incremento dell’espressione del IGF-1R sarebbe responsabile del maggior incremento del 
VEGF indotto dall’ipossia in assenza del recettore sst2. Resta invece difficile da spiegare come 
nelle retine normossiche, in assenza del recettore sst2 si abbia un minore livello dell’mRNA 
dell’IGF-1 rispetto alle retine WT. Infatti, contrariamente a quanto osservato nei nostri esperimenti, 
precedenti ricerche hanno suggerito che è l’attivazione del recettore sst2, piuttosto che la sua 
assenza, a determinare la riduzione del livello dell’IGF-1 (Lang, 2004; Murray et al., 2004; Sall et 
al., 2004). Una possibilità che potrebbe spiegare quanto osservato nei nostri esperiementi è che in 
condizioni normossiche la perdita del recettore sst2 causa un’eccessiva stimolazione dell’IGF-1R, 
che a sua volta potrebbe esercitare un meccanismo a feedback per ridurre l’espressione dell’IGF-1. 
Questo meccanismo a feed-back potrebbe venire rimosso con l’ipossia. Tale ipotesi è suggerita dal 
fatto che in condizioni ipossiche, nonostante che si verifichi il forte incremento dell’IGF-1R nelle 
retine prive del recettore sst2, il livello dell’mRNA dell’IGF-1 incrementa molto fino a raggiungere 
un livello comparabile a quello che si osserva nelle retine WT ed sst1KO. 
Come dimostrano i nostri risultati, l’espressione e l’attivtà del recettore sst2 influenza gli effetti 
dell’ipossia sul sistema Ang/Tie. E’noto che Ang-1, agendo su Tie-2 (Dumont et al., 1992; Park et 
al., 2003; Partanen et al., 1992; Saharinen et al., 2005) e probabilmente anche su Tie-1 (McCarthy 
et al., 1998; Saharinen et al., 2005; Sato et al., 1995), è prevalentemente coinvolto nei meccanismi 
deputati alla promozione della maturità e della stabilità dei vasi oltre che nella promozione 
dell’integrità delle cellule endoteliali. Inoltre, sul recettore Tie-2 agisce anche Ang-2 andando a 
promuovere la proliferazione delle cellule endoteliali (Dumont et al., 1992; Park et al., 2003; 
Partanen et al., 1992; Saharinen et al., 2005). Rispetto agli effetti dell’ipossia sul sistema Ang/Tie 
nelle retine WT, i risultati del nostro lavoro dimostrano che l’incremento 
dell’espressione/funzionalità del recettore sst2 può fornire un potenziale meccanismo di protezione 
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dalla neonagiogenesi in quanto promuove un incremento del livello dell’mRNA di Tie-1 ed il non 
incremento dell’mRNA di Tie-2. Diversamente, rispetto a quanto si osserva nelle retine ipossiche 
WT, l’assenza del recettore sst2 determina invece una riduzione dell’espressione di Ang-1, di Tie-1 
e di Tie-2. Ciò avvalora ulteriormente l’ipotesi che in condizioni d’ipossia il recettore sst2 ha un 
ruolo importante nella regolazione della neoangiogenesi poiché quando il recettore sst2 è 
sovraespresso/sovrafunzionale viene favorita l’attivazione di alcuni fattori coinvolti nell’azione 
anti-angiogenica (nello specifico Tie-1) mentre alcuni di questi fattori vengono inibiti (nello 




8.3.  Immunoistochimica sulle retine WT e KO in condizioni normossiche ed 
ipossiche 
I dati d’immunoistochimica che abbiamo ottenuto nei nostri esperimenti sono in accordo con i dati 
che abbiamo ottenuto tramite RT-PCR. In particolare, per quanto riguarda il VEGFR-1 ed il 
VEGFR-2 nelle retine WT e KO, abbiamo osservato che, parallelamente all’incremento del livello 
dell’mRNA, l’ipossia induce un incremento dell’intensità dell’immunofluorescenza nei vasi retinici. 
Ciò è consistente con la dimostrazione di un’azione diretta del VEGF sui vasi retinici (Witmer et 
al., 2003). In aggiunta, rispetto alle retine ipossiche WT ed sst1KO, nelle retine ipossiche sst2KO si 
osserva un maggior incremento dell’intensità dell’immunofluorescenza per il VEGF che è parallelo 
all’incremento del livello dell’mRNA del VEGF. Sebbene la localizzazione del VEGF, dell’IGF-1 e 
dei loro recettori nelle cellule retiniche sia ancora incerta, in quanto in diverse specie sono stati 
descritti diversi patterns di localizzazione sia per via immunoistochimica che mediante esperimenti 
di ibridazione in situ (Blaauwgeers et al., 1999; Burren et al., 1996; Charkrabarti et al., 1991; 
Feeney et al., 2003; Gilbert et al., 1998; Lutty et al., 1996; McLeod et al., 2002; Ocrant et al., 
1989), i nostri risultati aumentano le evidenze sul fatto che tali molecole sono principalmente 
espresse sugli elementi neuronali e gliali della retina e solo in minima parte sui vasi retinici. In 
particolare, per quanto riguarda la presenza nelle celule gliali, in accordo con precedenti lavori 
(Shaw et al., 2006), i nostri risultati dimostrano la presenza del VEGFR-2, dell’IGF-1 e del suo 
recettore IGF1-R nelle cellule di Müller. Le nostre osservazioni sulla localizzazione dell’IGF-1 
nelle cellule di Müller sono in accordo con quanto è stato descritto in precedenti lavori condotti nel 
ratto, in cui è stato osservato che un importante fonte dell’IGF-1 per la retina è rappresentata dalle 
cellule di Müller (Charkrabarti et al., 1991; Li et al., 1999). In aggiunta, in precedenti lavori è stato 
proposto che sia nell’uomo che in molte specie animali, le cellule di Müller possono essere 
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coinvolte nei meccanismi di neovascolarizzazione che accompagnano la retinopatia diabetica 
proliferativa (Guirdy, 2005). Infine, la localizzazione dei fattori associati all’angiogenesi negli 
elementi neuronali e gliali della retina è in accordo con la funzione legata alla sopravvivenza 
neuronale che per essi essi è stata proposta in diversi lavori (Böcker-Meffert et al., 2002; Hansson et 




8.4  Conclusioni sull’effetto antiangiogenico del recettore sst2 nelle retinopatie 
proliferative 
I nostri risultati dimostrano che l’espressione del recettore sst2 modula la proliferazione vascolare 
ed i fattori legati alla neoangionenesi. In particolare, in accordo con la nostra ipotesi di partenza, i 
risultati del nostro lavoro dimostrano che in condizioni ipossiche l’assenza del recettore sst2 induce 
un incremento della proliferazione vascolare ed in aggiunta suggeriscono che ciò venga favorito 
dalla forte induzione di fattori pro-angiogenici quali VEGF, IGF-1, IGF-1R, e dall’inibizione di 
fattori anti-angigenici quali Ang-1, Tie-1 e Tie-2. Al contrario della nostra ipotesi di lavoro inziale, 
però, in condizioni ipossiche la sovraespressione/sovrafunzionalità del recettore sst2 non è in grado 
d’inbibire la neoangiogenesi. Tuttavia la sovraespressione/sovrafunzionalità del recettore sst2 può 
fornire un meccanismo in grado di ridurre l’espressione di fattori pro-angiogenetici quali VEGF ed 
IGF-1R, e d’indurre fattori anti-angiogenici quale il Tie-1, in condizioni ipossiche. In virtù dei 
nostri risultati, questo lavoro di tesi dimostra che il recettore sst2 promuove una protezione nei 
confronti di una patologica neoangiogenesi nella retina incrementando le evidenze sull’utilità degli 
agonisti del recettore sst2 per controbattere la neoangiogenesi che accompagna diverse patologie 
retiniche. L’implicazione dei risultati della nostra ricerca risiede nell’individuazione di un 




9.  NOTE AGGIUNTIVE 
Parte dei risultati esposti nel corso di questa tesi sono stati oggetto di due lavori ai quali ho 
partecipato attivamente durante il periodo di dottorato: “Changes in neuronal response to 
ischemia in retinas with genetic alterations of somatostatin receptor expression” (The 
European Journal of Neuroscience, 2007); “Antiangiogenic role of somatostatin receptor 2 in 
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a model of hypoxia-induced neovascularization in the retina: results from transgenic mice” 
(Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2007). 
Oltre al principale argomento di ricerca del mio dottorato esposto nel corso di questa tesi, durante il 
periodo di dottorato mi sono occupato dello studio della modulazione somatostatinergica dei 
meccanismi che regolano l’epilessia. I risulati di tale studio hanno contribuito alla realizzazione di 
un lavoro di ricerca pubblicato su The European Journal of Neurosciece, dal titolo “Compensatory 
changes in the hippocampus of somatostatin knockout mice: upregulation of somatostatin 
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